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Summary 
The bacterial resistance to antibiotics is an ever increasing 
phenomena of great importance to human health that could be related to the 
use of antibiotics, but the origin of resistance could had been in environmental 
bacteria from which they could pass to pathogenic ones. In this Ph.D. Thesis 
we started a research project to study the possible relationship between the 
environmental and the clinical resistances. Thus, the abundance of bacteria 
resistant to each one of the ten tested common-used and one last-resort 
antibiotics was determined in two biological systems, one, the Huelva’s 
estuary, a saline and with heavy metals contaminated environment, and the 
other, the Chorrera de Despeñalagua (Guadalajara), a fresh water and quasi-
pristine one. Marine and nutritive agars were used for this purpose and levels 
of total, culturable and resistant bacteria to each antibiotic were determined. 
The relative abundances found were different for each antibiotic and 
environment, detecting in general the highest values for resistance to 
tetracycline (Tc), trimethoprim (Tm) or vancomycin (Vm) on the marine agar 
and for Tm and Vm on the nutritive one. 579 ampicillin resistant bacteria were 
isolated from the estuary and 505 from the Chorrera, which then were tested 
for resistance to the other ten antibiotics. We detected 143 and 92 
multiresistance profiles, respectively. Multiple antibiotic resistance indexes 
(MAR) were calculated for each isolate and for groups of them based on their 
environmental origins and the media used for their isolation. We found the 
highest values for those isolates obtained on nutritive agar, or the sediments 
among those from the estuary, and for those obtained on marine agar among 
the ones from the Chorrera. In general the MAR indexes were high, 
corresponding to the resistance to more than half of the tested antibiotics. 
Isolates with different multiresistance profiles were phylogenetically assigned 
to the species level, affiliated to 8 classes, 51 genera and more than 80 
species from the estuary and about 6 classes, 20 genera and almost 40 
species from the Chorrera. Some of the found species have been reported as 
opportunistic human pathogens, or fish or plants pathogens. Certain genera 
showed intrinsic resistance to some antibiotics, while resistance to others 
could be acquired and perhaps, some of these, transferable to other bacteria, 
what still remains to be studied. Among the acquired resistances, some 
statistically significant associations between resistance to particular pairs of 
antibiotics in some genera have been found, indicating the existence of 
shared mechanisms of resistance, possible based on efflux pumps with 
antibiotic specificities still not described, or other mechanisms that are 
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transferred together among species of the same genera or even among 
different genera through mobile genetic elements. In addition, the resistance 
of the isolates from both studied environments to ertapenem (Ep), a 
carbapenem antibiotic used for the treatment of certain serious infections, was 
tested. High numbers of isolates were resistant to this antibiotic, which also 
showed high minimal inhibitory concentrations (MIC) for these bacteria. 
During this project an effect of the marine agar on the activity of Tc and Ep 
was noticed, which could be related to bacteria adaptation mechanisms 
triggered by the higher osmolarity of this medium, which opens up 
opportunities for analyzing this issue in future projects. 
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RESUMEN 
La resistencia bacteriana a los antibióticos es un fenómeno creciente 
e importante para la salud humana. Este crecimiento podría tener que ver con 
el uso de los antibióticos, pero el origen de las resistencias pudo estar en 
bacterias ambientales de las que en algún momento pudieron pasar a las 
patógenas. Esta tesis doctoral se ha desarrollado en el camino para estudiar 
la posible relación entre las resistencias ambientales y las clínicas, iniciando 
una línea de investigación en este campo en la que se ha determinado la 
abundancia de bacterias resistentes a diez antibióticos de uso común y otro 
de último recurso, en dos sistemas biológicos, uno, la ría de Huelva, salino y 
contaminado, y otro, la Chorrera de Despeñalagua (Guadalajara), de agua 
dulce y cuasi prístino. Se han empleado medios de cultivo nutritivo y marino 
y se han medido bacterias totales, cultivables y resistentes a cada antibiótico. 
La abundancia relativa de resistentes fue diferente para cada antibiótico y en 
cada sistema, observándose, en general, abundancias más elevadas para 
tetraciclina (Tc), trimetoprima (Tm) y vancomicina (Vm) sobre medio marino, 
y para Tm y Vm sobre nutritivo. Se han aislado 579 bacterias resistentes a 
ampicilina (Apr) de la ría y 505 de la Chorrera, de los que se ha determinado 
su resistencia a los otros diez antibióticos, detectándose 143 y 92 perfiles de 
multirresistencia respectivamente. Se han calculado los índices de 
resistencia múltiple a antibióticos (MAR) de cada aislado y de grupos de ellos 
según su procedencia y medio de aislamiento, observándose valores 
superiores para los aislados sobre medio nutritivo, y para los del sedimento, 
entre los de la ría, y para los de marino en la Chorrera. En general los niveles 
de MAR observados fueron elevados correspondiendo a resistencia a más 
de la mitad de los antibióticos empleados. Se han identificado los aislados 
con distintos perfiles de multirresistencia hasta nivel de especie, asignándose 
a 8 clases, 51 géneros y más de 80 especies los de la ría y a 6 clases, 20 
géneros y cerca de 40 especies, los de la Chorrera. Algunas de estas 
especies se han descrito como patógenos oportunistas en humanos, o 
patógenos de peces o plantas. Se ha determinado que algunos de los 
géneros tienen resistencia intrínseca a ciertos antibióticos mientras que otras 
serían adquiridas, y candidatas a ser transmisibles a otras bacterias, lo que 
está por determinar. Entre las últimas se han detectado algunas asociaciones 
estadísticamente significativas de dos antibióticos, que por ello podrían 
encontrarse en elementos genéticos móviles, o ser ambos sustrato de 
bombas de eflujo con especificidades no descritas. Adicionalmente se ha 
determinado la resistencia a ertapenem (Ep), un antibiótico empleado en el 
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tratamiento de ciertas infecciones graves, con una alta prevalencia de 
aislados Epr con CMIs elevadas, en particular sobre medio marino. Durante 
estos estudios se ha detectado un efecto del medio marino sobre la 
resistencia a Tc y Ep, que podría estar relacionada con procesos de 
adaptación de las bacterias a la presión osmótica. 
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1. INTRODUCCIÓN 
1.1. Los antibióticos 
Uno de los grandes avances de la medicina moderna ha sido el 
descubrimiento y uso de sustancias que permiten controlar los procesos 
infecciosos. La era actual de la terapia antimicrobiana se inició en 1935 con 
el descubrimiento y uso de las sulfonamidas, seguida del uso clínico de la 
penicilina en 1940. Desde entonces, se han incorporado a la práctica clínica 
decenas de familias de antimicrobianos (Davies y Davies 2010). 
El término antibiótico fue utilizado por primera vez por Selman 
Waksman en 1942 (Hotchkiss 2003) para describir sustancias producidas 
por microorganismos capaces de inhibir el crecimiento de otros 
microorganismos. Basándose en esta definición, a veces se hace distinción 
entre antibióticos y quimioterapéuticos, que serían, considerando su 
origen, los producidos por microorganismos y los sintetizados parcial o 
totalmente por el hombre respectivamente, aunque en la mayor parte de los 
casos todos ellos se consideran como antibióticos (Sengupta et al. 2013). 
Se conocen antibióticos que son capaces de actuar específicamente sobre 
eucariotas o sobre arqueas, o sobre eucariotas y procariotas, pero los de 
mayor interés son los que, por inhibir específica o cuasi específicamente 
organismos que infectan al hombre o animales, pueden ser utilizados para 
controlar infecciones fúngicas o bacterianas de éstos. Los más diversos y 
empleados son los antibacterianos. Además de para tratar infecciones, su 
aplicación también ha sido frecuente en ganadería como promotores de 
crecimiento, estimándose que el incremento en el uso de antibióticos en 
este campo seguirá aumentando en los próximos 15 años, a pesar de que 
en la Unión Europea el uso como promotores de crecimiento está prohibido 
desde 2006, pero no así en Estados Unidos (Economou y Gousia 2015). 
Dependiendo del tipo de bacteria sobre el que se apliquen o de la 
concentración empleada, los antibióticos pueden tener un efecto 
bacteriostático o bactericida (Martínez-Martínez 2008). Además, existen 
antimicrobianos que actúan solo sobre bacterias grampositivas, otros que lo 
hacen sobre las gramnegativas y algunos que son capaces de actuar sobre 
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ambos tipos, aunque también su efecto puede ser mayor o menor sobre 
grupos de bacterias a niveles más específicos. El conjunto de bacterias o 
grupo de ellas sobre los que un antibiótico actúa es a lo que se denomina 
espectro de acción del antibiótico (Calvo y Martínez-Martínez 2009).  
Desde el descubrimiento de los antibióticos, históricamente se han 
realizado varias clasificaciones atendiendo a diferentes aspectos como por 
ejemplo: las fuentes de donde se obtienen, el tipo de efecto que producen, 
su espectro de acción, su mecanismo de actuación o su estructura química 
(tabla 1) (McManus 1997). 
Ya que en este trabajo se han empleado antibióticos que se han 
elegido en base a su uso común en clínica y a que presentan diferentes 
mecanismos de actuación describiremos brevemente los principales. 
1.1.1. Mecanismo de actuación de los antibióticos 
Para que un antibiótico sea efectivo contra las bacterias debe 
reconocer e interactuar de forma efectiva con una estructura o molécula 
diana a una concentración aceptable y no debe ser hidrolizado o 
transformado en un producto inactivo (Džidić et al. 2008). Los antibióticos 
actúan generalmente sobre una función biológica esencial para la vida o el 
crecimiento del microorganismo sobre el que es activo, lo cual depende de 
su estructura química y la capacidad de ésta para interaccionar con alguna 
de las biomoléculas o estructuras involucradas en esa función (Calvo y 
Martínez-Martínez 2009).  
Los mecanismos de acción o las dianas de los antibióticos son muy 
variados (figura 1), pero los principales incluyen la inhibición de síntesis de 
la pared celular bacteriana, la alteración de la integridad de la membrana 
citoplasmática, la inhibición o alteración de la biosíntesis de proteínas, 
impidiendo la producción de proteínas u originando proteínas inactivas y el 
bloqueo de la síntesis o las funciones de los ácidos nucleicos (McManus 
1997, Džidić et al. 2008). Algunas sustancias, a veces consideradas como 
antimicrobianos, y que se suelen usar acompañando a otros antibióticos, 
actúan en realidad protegiendo a estos últimos al inhibir los enzimas 
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bacterianos que destruyen o modifican el antibiótico e impiden su 
funcionamiento (Calvo y Martínez-Martínez 2009, Sengupta et al. 2013).  
Tabla 1. Principales grupos de antibióticos y sus representantes. aAlgunos autores consideran 
que cefoxitina y cefotetán se deben incluir en el grupo especial de cefamicinas, por las 
diferencias en su espectro de actividad con respecto al de las cefalosporina de segunda 
generación clásicas. Res.: resistente, gen.: generación at.: átomos. En rojo los antibióticos 
usados en este trabajo. Modificado de Calvo y Martínez-Martínez 2009. 
MECANISMO DE 
ACCIÓN 
GRUPOS ANTIMICROBIANOS REPRESENTATIVOS 
Inhibición de la síntesis 
de la pared bacteriana 
β-lactámicos 
Penicilinas 
Naturales: Penicilina G, penicilina V 
Res. a penicilinasas: Cloxacilina, meticilina, oxacilina 
Aminopenicilinas: Ampicilina, amoxicilina 
Carboxipenicilinas: carbenicilina, ticarcilina 
Ureidopenicilinas: Mezlocilina, piperacilina 
Cefalosporinas 
1ª gen.: Cefalotina, cefazolina 
2ª gen.: Cefaclor, cefotetána, cefoxitinaa, cefuroxima 
3ª gen.: Cefixima, cefotaxima, ceftazidima, ceftriaxona 
4ª  gen.: Cefepima, cefpiroma 
Carbapenemas Doripenem, ertapenem, imipenem, meropenem 
Monobactámicos Aztreonam 
Glucopéptidos Vancomicina, teicoplanina 
Bacitracina Bacitracina 
Isoxazolidinonas Cicloserina 
Fosfonopéptidos Fosfomicina 
Alteración de la 
membrana 
citoplasmátiica 
Polimixinas Polimixina B, polimixina E (colistina) 
Lipopéptidos Daptomicina 
Ionóforos Tirocidinas 
Formadores de poros Gramicidinas 
Inhibición de la síntesis 
proteica 
Ácido fusídico Ácido fusídico 
Aminoglicósidos Estreptomicina, gentamicina, kanamicina, tobramicina 
Anfenicoles Cloranfenicol, tiamfenicol 
Estreptograminas Quinupristina-dalfopristina 
Lincosamidas Clindamicina, limcomicina 
Macrólidos 
14 at. de C: Claritromicina, eritromicina, roxitromicina 
15 at. de C: Azitromicina (azálidos) 
16 at. de C: Espiramicina, josamicina, midecamicina 
Cetólidos: Telitromicina 
Mupirocina Mupirocina 
Oxazolidinonas Linezolid 
Tetraciclinas Doxiclina, minociclina, oxitetraciclina, tetraciclina 
Glicilciclinas Tigeciclina 
Alteración del 
metabolismo o de la 
estructura  de los ácidos 
nucleicos 
 
Quinolonas 
  
1ª gen.: Ácido nalidíxico, ácido pipemídico 
2ª gen.: Norfloxacino 
3ª gen.: Ciprofloxacino, levofloxacino 
4ª gen.: Gemifloxacino, moxifloxacino,  
Rifamicinas Rifampicina 
Nitroimidazoles Metronidazol, ornidazol, tinidazol 
Nitrofuranos Furazolidona, nitrofurantoína 
Bloqueo de la síntesis 
de factores metabólicos 
Sulfonamidas Sulfametoxazol Cotrimoxazol 
Diaminopirimidinas Trimetoprima 
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1.1.1.1. Inhibición de la síntesis de la pared celular 
La pared celular protege la integridad anatomofisiológica de la 
bacteria y soporta la presión osmótica interna. La ausencia de esta 
estructura da lugar a la lisis celular del microorganismo, inducida por el 
elevado gradiente de osmolaridad que suele existir entre el medio y el 
citoplasma bacteriano (Dover et al. 2007).  
La síntesis de la pared celular se desarrolla en 3 etapas, sobre cada 
una de las cuales pueden actuar diferentes compuestos: la etapa 
citoplasmática, donde se sintetizan los precursores del peptidoglicano, el 
transporte de éstos a través de la membrana citoplasmática, y la 
organización final de la estructura del peptidoglicano, que se desarrolla en 
la parte más externa (Calvo y Martinez-Martinez 2009).  
Los antibióticos betalactámicos inhiben la síntesis de la pared 
celular bacteriana mediante la interferencia con las transpeptidasas 
conocidas como Penicillin Binding Proteins (PBPs, proteínas de unión de 
penicilina) requeridas para la síntesis de la cadena de peptidoglicano.  
Trimetoprima 
Sulfonamida
s 
Figura 1. Dianas de los antibióticos y mecanismos de resistencia. Modificado de Wright 
2010a. 
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Otros antibióticos que actúan sobre la síntesis de la pared celular 
tienen otros mecanismos de actuación y así: la vancomicina y la 
teicoplanina ejercen su acción mediante unión al dipéptido D-alanil-D-
alanina terminal de la cadena de peptidoglicano naciente, impidiendo de 
esta forma la etapa de entrecruzamiento requerida para la estabilidad de la 
pared celular sintetizada (McManus, 1997, Džidić et al. 2008, Calvo y 
Martinez-Martinez 2009). La telavancina es un lipoglicopéptido bactericida 
que inhibe la biosíntesis de peptidoglicano a través de la orientación 
preferencial de la transglicosilación (Benton et al. 2007). La fosfomicina 
(análogo del fosfoenolpiruvato) inhibe la síntesis de peptidoglicano mediante 
su unión a la piruviltransferasa, enzima necesario para la síntesis del 
uridindifosfato-N-acetilmurámico precursor del peptidoglicano (Calvo y 
Martínez-Martínez 2009). Finalmente, la bacitracina actúa uniéndose e 
inhibiendo la defosforilación del transportador (Pirofosfato lipídico) del 
disacárido-pentapéptido precursor a través de la membrana citoplasmática y 
hasta la pared en formación (Calvo y Martínez-Martínez 2009).  
Es importante resaltar que para que estos antimicrobianos puedan 
ser eficaces las bacterias han de hallarse en fase de división celular, ya que 
es cuando tiene lugar la síntesis del peptidoglicano (Suárez y Gudiol 2009). 
Algunas sustancias como el ácido clavulánico, el sulbactam y el 
tazobactam, que generalmente carecen de acción antibacteriana intrínseca 
de verdadera importancia clínica, son inhibidores de algunas 
betalactamasas, a las que se unen irreversiblemente, impidiendo la acción 
de éstas sobre los antibióticos betalactámicos, y con frecuencia se emplean 
acompañando a éstos. Se ha demostrado que el sulbactam es además 
activo por sí mismo contra Acinetobacter baumannii (Georgopapadakou 
2004). 
1.1.1.2. Alteración de la permeabilidad de la membrana citoplasmática 
Los antimicrobianos que actúan en esta estructura se comportan 
como bactericidas incluso en bacterias sin crecimiento activo y pueden 
tener alta toxicidad sobre las células humanas al compartir ambos tipos de 
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células componentes de la membrana citoplasmática (Calvo y Martínez-
Martínez 2009).  
Aunque no está del todo claro su mecanismo de acción, se postula 
que las polimixinas ejercen sus efectos inhibitorios mediante el incremento 
de la permeabilidad de la membrana bacteriana provocando fugas del 
contenido citoplasmático, que terminan matando la célula (Tenover 2006). 
La daptomicina por su parte, muestra una rápida actividad bactericida a 
través de la unión, dependiente de calcio, a la membrana formando un 
oligómero. Esta unión da lugar a un flujo de salida de potasio de la célula 
con la consecuente muerte celular (Tenover 2006, Beiras-Fernandez et al. 
2010). 
1.1.1.3. Inhibición de la síntesis de proteínas 
Existen numerosos antibióticos que actúan a este nivel ya que es 
uno de los procesos más complejos que se dan en la célula e involucra 
numerosas biomoléculas y varios sitios activos que pueden ver afectada su 
función en presencia de diversas sustancias. Ya que la estructura y 
mecanismos involucrados en la síntesis de proteínas en eucariotas y 
bacterias presenta diferencias diversas, es posible la utilización de 
sustancias antibióticas que generen la inhibición selectiva de la síntesis de 
proteínas bacteriana, y por tanto su uso en clínica para la lucha contra las 
infecciones producidas por bacterias (Tenover 2006).  
Los antibióticos que actúan a este nivel se suelen clasificar en 
familias según sus estructuras. Los macrólidos (antibióticos con anillos 
macrocíclicos de lactona), entre los que se encuentra la eritromicina (Em), 
se adhieren a la subunidad ribosomal 50S e interfieren en la fase de 
elongación de la cadena del polipéptido en crecimiento. Los 
aminoglicósidos, como por ejemplo la kanamicina (Km) y la 
estreptomicina (Sm), inhiben la síntesis de proteínas mediante la unión a 
la subunidad 30S del ribosoma, afectando a la iniciación de la traducción y 
produciendo en algunos casos errores de lectura del ARNm. El 
cloranfenicol (Cc) ejerce su acción afectando a la unión específica del 
ARNr 23S en la subunidad 50S, bloqueando la actividad peptidiltransferasa 
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y, con ello, la elongación de la cadena peptídica (Retsema y Fu 2001). Las 
tetraciclinas, entre ellas la tetraciclina (Tc) propiamente dicha, se unen de 
forma reversible a la subunidad 30S del ribosoma, bloqueando el acceso de 
los aminoacil-ARNt, e impidiendo la continuación de la síntesis proteica 
(Shlaes 2006). 
1.1.1.4. Inhibición de la síntesis de los ácidos nucleicos 
La replicación y la transcripción del ADN se realizan en varias fases 
con la participación de diferentes enzimas y sustratos, además del ADN 
molde, que constituyen dianas para la acción de diversos antibióticos. La 
mayoría de los antibióticos que intervienen sobre el ADN son bactericidas 
rápidos y normalmente independientes del inóculo y de la fase de 
crecimiento bacteriano (Calvo y Martínez-Martínez 2009).  
Las quinolonas, como por ejemplo el ácido nalidíxico (Nx), ejercen 
su acción inhibiendo a las topoisomerasas de tipo II como la ADN-girasa y 
la topoisomerasa IV, mediante su unión al complejo enzima-ADN, formando 
de forma irreversible un complejo ternario quinolona-ADN-topoisomerasa, e 
impidiendo que el proceso de transcripción o replicación continúen (Drlica y 
Zhao 1997). Su acción sobre las topoisomerasas no explica por sí sola su 
potente acción bactericida, sino que ésta se debe a fenómenos secundarios 
mal conocidos, entre los que la activación del sistema SOS de reparación 
parece desempeñar un papel importante (Drlica et al. 2008). Por lo general, 
los antibióticos de este grupo no son particularmente selectivos en su 
acción y comportan cierta toxicidad para las células eucariotas (Calvo y 
Martinez-Martinez 2009). 
Las rifamicinas, como la rifampicina (Rp), bloquean la subunidad 
beta de la ARN polimerasa bacteriana y de esta manera la síntesis de los 
distintos tipos de moléculas de ARN necesarias para el funcionamiento 
celular (Villain-Guillot et al. 2007).  
Las sulfamidas son análogos del ácido paraminobenzoico, y por 
tanto, compiten por el enzima dihidropteroatosintetasa, impidiendo así la 
formación de ácido dihidropteroico, precursor del ácido fólico.  
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Las diaminopirimidinas, como la trimetoprima (Tm) y la 
pirimetamina, compiten con el ácido dihidrofólico por la unión al enzima 
dihidrofolatoreductasa al que el enzima convierte en ácido tetrahidrofólico, 
un cofactor necesario para la síntesis del dTTP, cuya baja concentración 
impide en última instancia la síntesis del ADN (Tenover 2006, Džidić et al. 
2008, Calvo y Martinez-Martinez 2009). 
1.1.2. Los antibióticos betalactámicos 
Los betalactámicos pertenecen al grupo de antibióticos de origen 
natural o semisintético que se caracterizan por poseer en su estructura un 
anillo betalactámico, lo que determina su mecanismo de acción (figura 2). 
No obstante, la actividad del anillo betalactámico requiere de la unión a 
otros radicales, normalmente otros anillos. Esta asociación a otros radicales 
junto con las características propias, modifica las propiedades del 
compuesto resultante y da lugar a diferentes grupos de antibióticos 
betalactámicos: penicilinas, cefalosporinas, carbapenemas y 
monobactámicos, y de inhibidores de betalactamasas (Suárez y Gudiol 
2009). 
 
Figura 2. Estructuras químicas de los principales tipos de antibióticos betalactámicos e 
inhibidores de betalactamasas. a Todos los inhibidores de las betalactamasas que se usan en 
la práctica (ácido clavulánico, sulbactam y tazobactam) tienen estructura betalactámica. El 
sulbactam y el tazobactam son derivados sulfónicos del ácido penicilánico. Tomado de 
Suárez y Gudiol 2009. 
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Como ya se ha comentado, el mecanismo de acción de esta familia 
es la inhibición de la última etapa de la síntesis del peptidoglicano y, por lo 
tanto, la inhibición de la síntesis de la pared celular bacteriana con un efecto 
bactericida. También pueden actuar activando una autolisina bacteriana 
endógena que destruye el peptidoglicano (Ginsburg 2002).  
El espectro de acción de los antibióticos betalactámicos incluye 
bacterias grampositivas y gramnegativas. Sin embargo, no son efectivos 
sobre los micoplasmas ya que éstos carecen de pared celular. Tampoco 
funcionan sobre bacterias intracelulares como las de los géneros Chlamidia 
y Rickettsia (Calvo y Martínez-Martínez 2009, Suárez y Gudiol 2009). 
1.2. Función de los antibióticos en la naturaleza 
Estudios recientes revelan que bajo condiciones limitadas de 
nutrientes, los microorganismos inician la secreción de metabolitos 
secundarios que son un conjunto diverso de moléculas orgánicas de bajo 
peso molecular, conocidos como parvoma (Davies 2011). Aun no se 
conoce la función ecológica de la gran mayoría de dichas moléculas. En 
sólo una pequeña fracción de éstas, ha sido identificada una actividad 
antibiótica, a la que originalmente no se le atribuyó ningún papel biológico 
relevante en los organismos productores (Waksman 1961) y cuya función 
en la naturaleza aún está por esclarecer (Davies 2006). 
Se ha visto que los genes implicados en la biosíntesis de antibióticos 
y aquellos responsables de su resistencia se desarrollaron miles de años 
antes de que los antibióticos se introdujeran en la práctica clínica. De ahí 
que se haya deducido que tanto los antibióticos como su resistencia tienen 
alguna función en la propia fisiología bacteriana de los productores o en la 
ecología de los ecosistemas en los que se encuentran (Sengupta et al. 
2013). 
Existen evidencias que sugieren que los antibióticos pueden ejercer 
funciones como moléculas de señalización que pueden intervenir en 
procesos celulares como la reparación del ADN, la transcripción o la 
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biosíntesis de proteínas (Tsui et al. 2004, Davies 2006, Sengupta et al. 
2013).  
A nivel ecológico se les ha atribuido un papel en la competición entre 
especies, aunque solo en pocos casos concretos ha sido posible 
demostrarlo (Sengupta et al. 2013). También se ha visto que muchos 
antibióticos poseen actividad de feromona sexual al estimular en varios 
órdenes de magnitud la conjugación bacteriana (Evans y Dyke 1988). En 
algunos casos se ha visto un papel de ciertos antibióticos en los fenómenos 
de quorum sensing (Skindersoe et al. 2008). Entre otras funciones, algunos 
antibióticos, a las bajas concentraciones en que se encuentran en la 
naturaleza, pueden afectar la expresión de genes específicamente 
relacionados con la virulencia, la motilidad, la promoción o inhibición de la 
formación de biofilms, e incluso promover reordenamientos genómicos y 
mutagénesis (Sengupta et al. 2013). Este fenómeno se conoce como 
hormesis, dado que las actividades de los antibióticos dependen de las 
concentraciones en las que se encuentran (Calabrese 2013). 
1.3. Resistencia a los antibióticos 
Desde el punto de vista de la ecología microbiana la resistencia a los 
antibióticos se puede describir como un fenómeno mediante el cual un 
fenotipo hace a los microorganismos menos susceptibles que otros de la 
misma especie, independientemente del nivel de resistencia. A nivel clínico, 
se considera una definición en términos más absolutos, considerando la 
resistencia como un fenómeno que hace que los microorganismos 
resistentes no sean susceptibles a ser eliminados o contenidos (Cantón y 
Morosini 2011), basándose en la Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) 
(Martínez et al. 2015). Debido a la emergencia de fenotipos multirresistentes 
en los ambientes clínicos (bacterias resistentes a tres o más antibióticos) 
(Tenover 2006), ha aumentado notablemente la preocupación de los 
expertos por la aparición de las llamadas superbacterias (“superbugs”), 
bacterias con elevados niveles de resistencia a la mayoría de los 
antibióticos recomendados para el tratamiento de las infecciones que 
producen y con altos índices de morbilidad y mortalidad (Davies y Davies 
2010). 
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Aunque el estudio de la resistencia a los antibióticos se ha centrado 
más en los patógenos bacterianos encontrados en pacientes de hospitales, 
de animales o de plantas con efectos adversos en la agricultura, está 
ampliamente aceptado que los genes de resistencia a los antibióticos tienen 
sus orígenes en bacterias medioambientales (Davies 1994, Blair et al. 
2015). Estudios realizados con microorganismos aislados procedentes de 
ambientes prístinos, en los que se incluyen cuevas y permafrost, 
demostraron que la resistencia surgió mucho tiempo antes de la 
introducción de los antibióticos en la actividad humana (D’Costa et al. 2011, 
Bhullar et al. 2012). Además, se ha planteado que, en ocasiones, los genes 
de resistencia podrían cumplir una función diferente a la propia de 
resistencia, siendo movilizados desde reservorios genéticos ambientales y 
difundiéndose entre bacterias comensales y patógenos taxonómicamente 
divergentes (Martínez et al. 2007). 
Recientes estudios han demostrado que algunos de los 
determinantes de la resistencia a antibióticos en bacterias patógenas 
encontradas en ambientes clínicos se encuentran también en el medio 
ambiente (Forberg et al. 2012, Yang et al. 2013). Existen evidencias de que 
factores antropogénicos como la emisión al medio ambiente de antibióticos 
y otras sustancias contaminantes (por ej. metales pesados), pueden 
favorecer la co-selección, originando cambios significativos en la microbiota 
bacteriana natural (Seiler y Berendonk 2012, Li et al. 2015). No se conoce 
aún suficientemente bien a qué concentraciones de estos antibióticos y 
otras sustancias están expuestas las bacterias en el medio ambiente 
(Alonso et al. 2001, Andersson y Hughes 2014). El papel de la acción 
humana en la emergencia de la resistencia a antibióticos no es 
universalmente aceptada y es controvertida (Bhullar et al. 2012).  
Recientemente ha surgido el concepto del resistoma antibiótico 
(figura 3) que comprende el conjunto de todos los genes que contribuyen 
directa o indirectamente a la resistencia a los antibióticos. Dicho resistoma 
antibiótico estaría constituido por: a) los genes de resistencia de los 
microorganismos ambientales, muchos de ellos procedentes del suelo, tanto 
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productores como no productores de antibióticos (resistoma ambiental), b) 
los genes de resistencia de las bacterias patógenas (resistoma clínico), c) 
los genes intrínsecos presentes en los cromosomas bacterianos que 
contribuyen a la resistencia (resistoma intrínseco) y d) los genes que 
codifican proteínas metabólicas, pero que podrían ser los precursores de 
genes de resistencia a través de procesos evolutivos y que han sido 
denominados genes de protorresistencia (Wright 2010b). 
1.3.1. Mecanismos moleculares de la resistencia a los antibióticos 
Las bacterias, por su gran capacidad de adaptación, pueden 
desarrollar diferentes mecanismos de resistencia frente a los antibióticos 
(figura 2): 
1.3.1.1. Resistencia intrínseca 
La resistencia intrínseca es la capacidad de especies bacterianas 
para resistir la acción de uno o varios antibióticos como resultado de sus 
características estructurales o funcionales inherentes y cuyos genes se 
encuentran en el cromosoma. Ejemplo de ello puede ser la impermeabilidad 
de la pared celular a los antibióticos, la carencia de dianas moleculares de 
éstos, la inactivación del antibiótico mediante hidrólisis o su modificación, o 
la existencia de mecanismos más o menos inespecíficos de eliminación de 
la droga cuando ésta entra en la célula, como es el caso de bombas de 
membrana que expulsan los antibióticos confiriendo resistencia simultánea 
a múltiples antibióticos (Alekshun y Levy 2007, Cox y Wright 2013, Blair et 
al. 2015). 
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Figura 3. El resistoma antibiótico Modificado de Wright 2010b). 
1.3.1.2. Resistencia adquirida 
En algunas bacterias pueden aparecer fenotipos resistentes como 
consecuencia de la mutación cromosómica y la selección (evolución 
vertical) y/o la adquisición de nuevo material genético procedente de otros 
organismos resistentes (evolución horizontal), pudiendo ocurrir ésta entre 
cepas de la misma especie o entre especies o géneros bacterianos 
diferentes. Estos cambios pueden producir consecuencias relacionadas con 
fenómenos similares a los descritos como resistencia intrínseca (McManus 
1997, Tenover 2006, Bockstael y Van Aerschot 2009). 
1.3.1.3. Resistencia a los antibióticos betalactámicos 
La presencia de membrana externa en las bacterias gramnegativas 
dificulta la penetración de sustancias hidrofílicas como los betalactámicos, 
que necesitan utilizar poros proteicos (porinas) para tal fin, de forma que en 
algunas ocasiones la resistencia se genera como consecuencia de 
alteraciones en dichas porinas que impiden la entrada de los antibióticos. 
Por otro lado, los betalactámicos han de unirse a las PBPs para ejercer su 
efecto bactericida y, por tanto, cambios en las estructuras de las PBPs 
(mutaciones, hiperexpresión o modificación de la afinidad) podrían implicar 
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una pérdida de su afinidad por estos antibióticos, no pudiendo éstos ejercer 
su acción inhibitoria (Suárez y Gudiol 2009).  
En ciertos bacilos gramnegativos, especialmente en Pseudomonas 
aeruginosa, se ha observado la existencia de bombas de membrana que 
pueden expulsar el antibiótico con gasto energético (transporte activo), 
dando lugar a fenotipos de resistencia (Marín y Gudiol 2003, Poole 2005).  
A pesar de todos estos mecanismos de resistencia, el más relevante 
es la inactivación del propio antibiótico por la acción de enzimas que actúan 
rompiendo el enlace amídico del anillo betalactámico, previa unión al grupo 
carboxilo, lo que impide su unión a las PBPs. Estos enzimas, denominados 
en general betalactamasas (-lactamasas), muestran una enorme 
diversidad en su estructura primaria y se han descrito más de 400 tipos que, 
aunque comparten el mecanismo general de acción, difieren en el tipo de 
sustratos que reconocen y en su susceptibilidad a sustancias inhibidoras. 
En particular, las llamadas betalactamasas de espectro extendido 
(BLEEs o ESBLs) actúan sobre un amplio rango de sustratos y están 
constituyendo un grave problema epidemiológico global desde principios de 
los años 90 del siglo pasado (Guenther et al. 2011).  
La mayoría de las resistencias a carbapenemas esta mediada en 
gran medida por la producción de carbapenemasas, las cuales son 
capaces de hidrolizar no solo las carbapenemas sino también todos los 
demás antibióticos betalactámicos (Okoche et al. 2015). Las 
carbapenemasas más comunes incluyen los diferentes tipos de VIM 
(Veronica Integron Metallo-beta-lactamases), IMP (Imipenemase), KPC 
(Klebsiella pneumoniae carbapenemase), OXA-48 (Oxacillinase-48) y NDM-
1 (New Delhi Metallo-beta-lactamase-1) (Nordmann et al. 2011). 
1.3.2. Diseminación de la resistencia 
Existe un continuo flujo e intercambio de bacterias resistentes y de 
genes de resistencia entre los diferentes ecosistemas (humano, animal, 
acuático, terrestre, etc.) y cada vez más, entre países (Allen et al. 2010). 
Por otro lado, las bacterias ambientales actúan como un reservorio ilimitado 
de genes que, en ocasiones, funcionan como genes de resistencia a 
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antibióticos y que podrían pasar a bacterias patógenas una vez que entren 
en contacto, constituyendo por ello un potencial riesgo para alcanzar el éxito 
durante el tratamiento de las infecciones bacterianas (Baquero et al. 2008, 
Blair et al. 2015) (figura 4). 
 Un papel importante en la difusión de los fenotipos resistentes son 
los fenómenos de la transferencia horizontal de genes (HGT) entre los 
microorganismos que portan estos genes y los que no en un ambiente 
selectivo. De hecho, se considera que la evolución bacteriana está marcada 
por el incremento de la diversidad genética a causa de la HGT (Aminov 
2011). Además de su implicación en la transferencia de genes de 
resistencia, la HGT también se relaciona con procesos celulares más 
complejos como la patogenicidad (Kado 2009).  
En los procesos de HGT se pueden reclutar y transferir elementos 
genéticos como plásmidos, integrones, cassettes génicos, transposones, 
secuencias de inserción (IS), islas genómicas, elementos conjugativos 
integrativos (ICE), bacteriófagos y agentes de y transferencia génica (GTA) 
(tabla 2) (Soucy et al. 2015).  
Figura 4.  Factores implicados en la aparición y diseminación de las resistencias a 
antibióticos.  Modificado de Torres 2012. 
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Tabla 2. Propiedades de los elementos genéticos implicados en HGT y en reclutamiento de 
genes. 
Elementos 
Genéticos 
Propiedades 
Plásmidos 
Replicones extracromosomales lineales o circulares, 
autotransferibles o movilizables. Vehículos de 
transmisión de información genética en un amplio 
rango de especies bacterianas. 
Integrones 
Elementos dinámicos capaces de capturar material 
genético exógeno (cassettes de genes), integrándolos 
mediante recombinación sitio-específica y 
expresándolos de forma eficiente. Generalmente 
asociados a transposones o plásmidos. 
Transposones 
Elementos genéticos que pueden moverse dentro o 
entre replicones por la acción de la transposasa. 
Flanqueados por regiones invertidas y repetidas. 
Usualmente llevan genes de resistencia a los 
antibióticos. 
Islas genómicas 
Partes de regiones cromosomales adquiridas por HGT 
y flanqueadas por regiones repetitivas. Contienen 
genes para la inserción y escisión cromosomal. 
ICE 
Elementos conjugativos autotransferibles que se 
integran en el genoma de los hospedadores como los 
transposones y que pueden facilitar la movilización de 
islas genómicas por medio de regiones de integración 
conservadas. 
Bacteriófagos 
Virus que infectan bacterias y pueden integrarse en el 
genoma del hospedador o escindirse de él llevando 
material genético de la bacteria. 
GTA 
Agentes de transferencia génica, evolucionados a 
partir de profagos pueden transportar fragmentos de 
genes de una bacteria a otra encapsulados en forma 
infectiva, pero no incluyen todo su genoma. 
La transferencia de estos elementos entre bacterias puede darse 
mediante procesos como y la transformación (incorporación de segmentos 
de ADN libre en plásmidos o en el cromosoma), la transducción 
(transferencia de ADN de una célula a otra a través de infección por 
bacteriófagos), la conjugación (transferencia de material genético con 
contacto directo entre las células donante y receptora), y la transferencia 
por infección por GTAs empaquetados (similar a la transducción aunque 
diferente) (figura 5). 
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Figura 5. Mecanismos generales mediante los cuales puede ocurrir la transferencia 
horizontal de genes de resistencia a antibióticos. Modificado de Furuya y Lowy 2006. 
A pesar de la importancia de la HGT, poco se sabe sobre el tráfico 
de genes que podría realizarse en ambientes naturales (Davies 1994, 
Wolska 2003, Aminov 2011). Sobre la HGT pueden influir varios factores, 
entre los cuales están los antibióticos como ciprofloxacino 
(fluoroquinolonas), cefalosporinas (betalactámicos) y estreptomicina 
(aminoglicósidos) que promueven la transferencia de sus propios genes de 
resistencia entre distintas bacterias (Hochhut et al. 2001, Beaber et al. 2004, 
Hocquet et al. 2012, Andersson y Hughes 2014). Se ha visto que 
concentraciones subinhibitoria de antibióticos puede estimular la HGT 
mediante la inducción de la respuesta SOS (Andersson y Hughes 2014) o la 
recombinación de integrones de clase 1 (Partridge et al. 2009). 
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1.3.3. Función de la resistencia a antibióticos en la naturaleza 
La resistencia a antibióticos posee unas propiedades altamente 
pleiotrópicas (Davies y Davies 2010). Se sabe que la resistencia intrínseca 
está ampliamente extendida en la naturaleza existiendo un resistoma 
intrínseco que consta de genes de variado origen filogenético con un alto 
grado de inespecificidad. Muchas de las proteínas codificadas por estos 
genes están implicadas en procesos fisiológicos básicos en un ecosistema 
natural (Fajardo et al. 2008).  
Los antibióticos, entre otros compuestos presentes en el medio 
ambiente de forma natural o promovida por la acción humana, pueden 
actuar como interruptores de algunas funciones fisiológicas de forma que la 
aparición de fenotipos resistentes a estos compuestos podría ser la 
consecuencia lógica de su actividad selectiva. Una vez generadas, estas 
resistencias podrían ser transmitidas a otras bacterias sin un contacto 
directo con los antibióticos (Perry y Wright 2014). 
Algunos estudios han descrito que algunos determinantes de 
resistencia pueden ejercer otras funciones en la célula (Martínez 2013). Así 
por ejemplo, Krulwich y cols. (2001) demostraron que los determinantes de 
resistencia a tetraciclina Tet (L) y Tet (K) catalizan el intercambio de 
protones Na+ y K+, fundamental en la fisiología bacteriana ya que mantiene 
la polaridad de la célula, y en Mycobacterium tuberculosis, la bomba de 
expulsión P55 juega un papel en la respuesta al estrés oxidativo y en el 
crecimiento celular in vitro, además de contribuir a su fenotipo de resistencia 
(Ramón-García et al. 2009). 
La mayoría de las cepas productoras de antibióticos contienen 
genes de resistencia al antibiótico concreto que producen y éstos 
generalmente están físicamente asociados a los genes de la ruta de 
biosíntesis del antibiótico, asegurando su expresión cuando el antibiótico es 
producido (Hopwood 2007, Tahlan et al. 2007, Thaker et al. 2014). Un 
ejemplo de esto es Streptomyces coelicolor en el que el gen que codifica 
para la proteína que permite la expulsión de actinorhodina se encuentra 
incrustado en los de la vía de biosíntesis del antibiótico, lo que sugiere que 
el determinante de la resistencia podría incluso tener algún papel en la 
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biosíntesis del propio antibiótico (Allen et al. 2010). Los genes de resistencia 
en estos organismos productores tendrían la función de permitir su 
producción sin afectar al organismo productor. Por otro lado, estos genes 
podrían en algunos casos ser transmitidos a otras bacterias no productoras, 
permitiendo la supervivencia de éstas y alterando el sistema ecológico. 
1.4. Antecedentes de nuestro estudio 
Se ha visto que la presencia de antibióticos en el medio ambiente 
puede alterar sus poblaciones microbianas seleccionando microorganismos 
resistentes (Baquero et al. 2008), siendo posible que los ecosistemas 
acuáticos o terrestres sean reservorios de genes de resistencia a 
antibióticos (Marti et al. 2014). Por esto se ha considerado que la existencia 
de estas bacterias resistentes en estos ecosistemas puede constituir una 
clara amenaza para la salud pública (Threlfall 2002, Tian et al. 2009). Por 
una parte, la mezcla en el agua de bacterias procedentes de animales, 
humanos y del medio ambiente origina una evolución de la resistencia 
debido al intercambio de genes entre las mismas (Baquero et al. 2008, 
Martínez 2009a), haciendo que bacterias ambientales puedan adquirir 
resistencias habituales en medios clínicos, y por otra parte se ha visto que 
al menos algunas resistencias detectadas en medios clínicos pueden tener 
su origen en genes procedentes de bacterias ambientales (Humeniuk et al. 
2002, Cantón 2009, Forsberg et al. 2012, Perry y Wright 2013). Algunos 
autores han indicado, sin embargo, que pueden existir ciertos cuellos de 
botella para la estabilización de estos genes ambientales en bacterias 
patógenas (Thomas y Nielsen 2005, Martínez 2012), aunque también se 
han propuesto sistemas de transferencia horizontal de genes que podrían 
soslayar esas restricciones (Muniesa et al. 2013, Marti et al. 2014). El origen 
ambiental de los genes de resistencia a antibióticos es generalmente 
considerado el más probable para los encontrados en ambientes clínicos, 
pero solo algunos casos han sido fehacientemente demostrados (Perry y 
Wright 2013). Por estas razones, el estudio de la resistencia a antibióticos 
de bacterias de sistemas biológicos ambientales alterado o prístino es de 
gran interés. 
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Existen pocos estudios sobre la abundancia y diversidad de 
bacterias resistentes a los antibióticos en medios acuáticos prístinos (Brown 
y Balkwill 2009, Dib et al. 2009, Voolaid et al. 2012) o incluso contaminados, 
p. ej. con metales pesados (Baker-Austin et al. 2006, Seiler y Berendonk 
2012), siendo algo más frecuentes los estudios de este tipo realizados 
sobre aguas residuales (p.ej. Schwartz et al. 2003, Baquero et al. 2008) u 
otros ambientes con influencia antropogénica de distinto tipo (p. ej. Li et al. 
2009, Martínez 2009b, Huang et al. 2015), o de medios terrestres (p.ej. 
D’Costa et al. 2007, Nesme y Simonet 2015). En general, buena parte de 
los estudios realizados han tenido un enfoque clínico estudiando solo 
algunas especies bacterianas consideradas como posiblemente patógenas 
o considerando un muy limitado número de antibióticos (Blasco et al. 2008). 
Con las limitaciones indicadas, que cada estudio pueda tener, y el bajo 
número de éstos que se han realizado, parece ser que las bacterias 
resistentes a antibióticos son abundantes tanto si el sistema es prístino 
(Bhullar et al. 2012) como si es contaminado (Goñi-Urriza et al. 2000), y que 
la multirresistencia a antibióticos no es solo una propiedad de bacterias 
patógenas sin que también se puede encontrar en bacterias 
medioambientales (Blasco et al. 2008, Laroche et al. 2009), incluso en 
ambientes con ninguna o baja influencia antropogénica (Brown y Balkwill 
2009, Dib et al. 2009, Voolaid et al. 2012). 
Mayor número de estudios se han enfocado en el análisis de la 
presencia y diversidad de los genes de resistencia en el medio ambiente 
(p.ej. Szczepanowski et al. 2009, Drudge et al. 2012, Amos et al. 2014, Li et 
al. 2015), encontrándose que la diversidad de éstos es mayor que la 
encontrada entre las bacterias patógenas o incluso que en ambientes 
contaminados con antibióticos (Nesme et al. 2014). 
A la luz de estos resultados, se puede apreciar que para el estudio 
de la resistencia a antibióticos en el medio ambiente y su posible papel en el 
desarrollo de resistencias en ambientes clínicos, tanto los estudios basados 
en cultivo, como los metagenómicos pueden aportar valiosa información 
(Perry y Wright 2013). La utilización de los primeros ha sido poco habitual 
hasta el momento, posiblemente por ser metodologías que suponen un 
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arduo trabajo, que solo se puede llevar a cabo sobre una parte de la 
población de bacterias resistentes que puedan existir en un determinado 
ambiente, ya que las técnicas dependientes de cultivo están 
intrínsecamente limitadas por el hecho de que solo un porcentaje muy bajo 
de las bacterias ambientales son cultivables en el laboratorio (Amann et al. 
1995). Por el contrario las técnicas metagenómicas, que analizan la 
presencia de genes de resistencia a los antibióticos, tiene la ventaja de que, 
en principio, permitirían la detección de diversos genes procedentes 
posiblemente de un mayor número y diversidad de bacterias. Sin embargo, 
otros factores deben ser tenidos en cuenta. Entre estos, que los métodos 
basados en cultivo permiten determinar en qué bacterias concretas se 
encuentran los determinantes de resistencia una vez que han sido aisladas, 
así como estudiar los niveles de multirresistencia que también son de 
interés cuando se pretende determinar su posible transmisión a otras 
especies en contacto con el hombre, los animales o las plantas, así como 
aislar y diseccionar los elementos genéticos portadores de los genes de 
resistencia y, estudiando estos, estimar sus posibilidades de transmisión. 
Los estudios metagenómicos, sin embargo, solo permiten la determinación 
de la presencia de genes fuera de su contexto biológico y teniendo que 
utilizar métodos de amplificación de los genes que requieren la utilización 
de secuencias ya conocidas de éstos sin mucha flexibilidad en la estructura 
de las mismas. Estas metodologías no permitirían la detección de genes no 
previamente descritos, o al menos no muy similares a los conocidos, y que 
pudieran ser responsables de resistencias producidas por mecanismos aún 
desconocidos. Las técnicas de metagenómica funcional podrían paliar en 
parte este problema (Riesenfeld et al. 2004, Allen et al. 2009, Torres-Cortés 
et al. 2011, Forsberg et al. 2015), si bien los genes de resistencia nuevos 
deberían poder ser expresados adecuadamente y ser funcionales en las 
bacterias utilizadas para su detección, lo que exigiría el uso de varios 
sistemas de expresión (Parachin et al. 2012). Por esto, aún sigue siendo de 
interés el realizar estudios encaminados a la determinación de la 
abundancia y diversidad de las bacterias medioambientales resistentes a 
los antibióticos usando metodologías basadas en cultivo, de forma que, una 
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vez aisladas estas bacterias, se pueda proceder al análisis de su nivel de 
resistencia a múltiples antibióticos, y a la determinación de los elementos 
genéticos responsables de las resistencias y sus posibles mecanismos de 
diseminación. El conocimiento de los factores que pueden dirigir los 
procesos de selección y diseminación de los genes de resistencia a 
antibióticos en el medio ambiente aumentará considerablemente nuestra 
capacidad para su prevención en los ambientes clínicos, e igualmente nos 
podrá permitir determinar su efecto en la evolución de las poblaciones 
bacterianas en medios naturales.  
En el trabajo que aquí se describe se ha llevado a cabo un estudio 
de la abundancia y la diversidad de bacterias resistentes a once antibióticos 
de uso común, así como de la resistencia múltiple a antibióticos de una 
parte de las bacterias aisladas, en concreto las resistentes a ampicilina, 
procedentes de dos sistemas acuáticos, uno salino y contaminado, como es 
la ría de Huelva (Olías et al. 2006, Nieto et al. 2007, Sarmiento et al. 2009, 
Pérez-López et al. 2011), y otro de agua dulce y cuasi prístino, como la 
Chorrera de Despeñalagua, en la provincia de Guadalajara. 
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2. OBJETIVOS 
El objetivo general de este trabajo fue el estudio de la prevalencia de 
bacterias resistentes a antibióticos de uso común en dos sistemas acuáticos, 
uno contaminado y otro cuasi prístino, caracterizando algunas de dichas 
bacterias en cuanto a sus posible multirresistencia y a su diversidad 
filogenética. 
Los objetivos específicos fueron: 
1. Determinar la abundancia de bacterias cultivables resistentes a cada uno 
de los once antibióticos de uso común elegidos para este estudio, a partir 
de muestras de los ecosistemas acuáticos de la ría de Huelva 
(contaminado) y de la Chorrera de Despeñalagua (cuasi prístino) en dos 
medios de cultivo diferentes. 
2. Aislar bacterias cultivables resistentes a ampicilina a partir de muestras 
de los ecosistemas acuáticos mencionados anteriormente.  
3. Determinar la resistencia/susceptibilidad de los aislados resistentes a 
ampicilina a los otros diez antibióticos de uso común, definir los perfiles 
de multirresistencia y calcular el índice de resistencia múltiple a 
antibióticos (MAR) de los aislados procedentes de los dos ecosistemas. 
4. Identificar filogenéticamente aquellos aislados con perfiles de resistencia 
y características fenotípicas diferentes, mediante la secuenciación de los 
genes ARNr 16S y el análisis bioinformático de las secuencias obtenidas. 
5. Realizar estudios estadísticos para determinar si existen correlaciones 
entre distintos parámetros de los grupos de aislados resistentes a 
ampicilina según su lugar de origen, la fase (líquida o sedimento), de la 
que proceden y los medios sobre los que fueron aislados. 
6. Estudiar la prevalencia de la resistencia a ertapenem entre los aislados 
obtenidos y estudiados según los objetivos anteriores y determinar y 
analizar estadísticamente la concentración mínima inhibitoria de esta 
carbapenema para cada aislado. 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 
3.1. Reactivos utilizados y casa comercial de procedencia 
Tabla 3. Reactivos utilizados y casas comerciales proveedoras. 
Reactivos Casa comercial 
Acetato sódico MERCK 
Ácido acético MERCK 
Ácido clorhídrico MERCK 
Ácido nalidíxico SIGMA 
Acrilamida-bis-acrilamida (37,5:1) BIORAD 
Agar bacteriológico LABS. CONDA 
Agar marino DIFCO 
Agarosa LABS. CONDA 
Ampicilina DUCHEFA 
Bacto-peptona LABS. CONDA 
Bromuro de etidio SIGMA 
Cebadores ISOGEN 
Ceftazidima SIGMA 
Cicloheximida DUCHEFA 
Citifluor EMS 
Cloranfenicol BOEHRINGER 
Cloruro de magnesio (PCR) APPLIED BIOSYSTEMS 
Cloruro de potasio MERCK 
Cloruro de sodio MERCK 
DAPI (4',6-diamino-2-fenilindol) SIGMA 
dNTPs INVITROGREN 
Dodecil sulfato sódico (SDS) MERCK 
EDTA (Tritiplex III) MERCK 
Eritromicina BOEHRINGER 
Ertapenem MERCK 
Estreptomicina DUCHEFA 
Etanol 96º VWR Chemicals 
Etanol absoluto MERCK 
Extracto de carne MERCK 
Filtros GTTP 0,22 µm tamaño de poro MILLIPORE 
Fosfato disódico SIGMA 
Fosfato monopotásico SIGMA 
Glicerol 87% MERCK 
Hidróxido sódico MERCK 
Kanamicina SIGMA 
Lisozima FLUKA 
Metanol MERCK 
Polietilenglicol 6000 SIGMA 
Proteinasa K SIGMA 
Rifampicina DUCHEFA 
Tampón PCR (10X) APPLIED BIOSYSTEMS/NZTech 
Taq-polimerasa/Tampón 10X APPLIED BIOSYSTEMS/NZTech 
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3.2. Descripción de las zonas de estudio 
3.2.1. Situación geográfica y características de la ría de Huelva 
La ría de Huelva es un estuario que se encuentra al sur de la provincia 
de Huelva y se extiende entre las localidades de Huelva, Punta Umbría y 
Palos de la Frontera (España). Está formada por la confluencia de los ríos 
Odiel y Tinto, recibiendo además aporte de agua marina procedente del 
Océano Atlántico. Estas condiciones hacen que el ecosistema acuático de la 
ría de Huelva sea extremadamente heterogéneo y cambiante en sus 
parámetros (salinidad, temperatura, composición química, régimen 
estacional de mareas, etc.). Sin embargo, estas condiciones tan variables son 
especialmente interesantes por la gran diversidad de microorganismos que 
pudieran proliferar en esta zona a partir de los que le llegan: los 
microorganismos propios del medio marino, los procedentes de las aguas de 
los ríos Tinto y Odiel, y los de los vertidos de aguas residuales tratadas en la 
Estación Depuradora de Aguas Residuales (EDAR) de Huelva. 
En las proximidades de la ría se encuentra también el Polo Químico 
de Promoción y Desarrollo de Huelva, un grupo de instalaciones químicas 
que constituye uno de los complejos industriales más importantes de España. 
Consta de 12 empresas incluyendo fábricas de fertilizantes, petroquímicas, 
mineras y centrales térmicas. Las actividades de estas empresas, sobre todo 
las de fertilizantes, generan una serie de residuos (principalmente fosfoyesos 
y pequeñas cantidades de uranio, polonio, radio, radón y plomo) que se 
almacenan en unas balsas cercanas a la población y al ecosistema acuático. 
Los flujos de residuos de las balsas hacia la ría por filtraciones o grietas en 
las mismas podrían constituir una fuente de contaminación de ésta (Pérez-
López et al. 2011). 
 
 
Tetraciclina SIGMA 
Trimetoprima DUCHEFA 
Trizma base SIGMA 
Vancomicina DUCHEFA 
φ29-HindIII ADN CBMSO 
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3.2.1.1. Zonas de muestreo 
Se eligieron dos puntos de muestreo (figura 6), uno situado aguas 
arriba de las balsas de fosofoyesos de la  empresa de fertilizantes (Fertiberia), 
en las marismas del río Tinto, al que se le denominó H1 (latitud: 
37°16'57.81"N, longitud: 6°50'59.68"W) y otra zona aguas abajo de la 
empresa de fertilizantes que se designó como H2, zona en la que confluyen 
los ríos Tinto y Odiel y de la que se tomaron muestras en tres puntos para 
que fuese más representativa: CI (latitud: 37°12'48.92"N, longitud: 
6°56'15.23"W), CII (latitud: 37°12'41.30"N, longitud: 6°56'27.21"W) y CIII 
(latitud: 37°12'41.51", longitud: 6°55'49.97"W). 
En ambas zonas se tomaron muestras conteniendo agua y sedimento 
que se recogieron y almacenaron en botellas estériles de 500 mL y se 
conservaron a 4 ºC hasta su uso. El muestreo se realizó el día 25/10/2011 
entre las 10 y las 11 horas (h), con marea baja. De los distintos puntos de 
estudio se hicieron mediciones de parámetros fisicoquímicos utilizando una 
sonda multiparamétrica Thermo Orion 290A (Thermo Scientific, EE.UU.). Una 
vez en el laboratorio las muestras se dejaron decantar y se separaron la fase 
líquida y sedimento. Las muestras de los tres puntos de muestreo de la zona 
E se mezclaron en proporciones iguales (en volumen para las fases líquidas 
y por peso en las de sedimento) antes de su uso. Por lo tanto se obtuvieron 
4 muestras distintas que se denominaron: H1L (zona H1, fase líquida), H1S 
(zona H1, sedimento), H2L (zona H2, fase líquida), H2S (zona H2, 
sedimento). 
El análisis de la composición elemental de las muestras se realizó en 
el Servicio Interdepartamental de Investigación (SIdI) de la Universidad 
Autónoma de Madrid mediante la técnica de fluorescencia de rayos X por 
reflexión total (TXRF) para las muestras de sedimento y mediante 
espectrometría de masas con plasma de acoplamiento inductivo (ICP-MS) 
para las muestras líquidas. 
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Figura 6. Mapa de la ría de Huelva y el polígono industrial. Los círculos representan las 
distintas zonas de muestreo: azul zona H1, rojo zona H2. 1 y 2-fábricas de fertilizantes, 3-
industria metalúrgica, 4-planta de fabricación de gases, 5-central energética, 6-planta 
química, 7-almacén de hidrocarburos, 8 y 9-petroquímicas, 10-fábrica de fertilizantes, 11-
planta química, 12-fábrica de pigmentos, 13-almacén de hidrocarburos, 14-fábrica de 
celulosa, 15-E.D.A.R. (Modificado de Pérez-López et al. 2011). 
3.2.2. Situación geográfica y características de la Chorrera de 
Despeñalagua 
La Chorrera de Despeñalagua está constituida por una serie de 
cascadas consecutivas formadas en el cauce del arroyo de la Chorrera, 
afluente del río Sorbe, en la falda norte del pico Ocejón, cerca de Valverde 
de los Arroyos (Guadalajara, España), un pequeño municipio de 45 km2 y 99 
habitantes (Instituto Nacional de Estadísticas 2014). Todo el salto de agua 
tiene una altura de unos 120 m. La cascada se hiela durante el invierno y en 
la época de deshielo es cuando posee un mayor caudal. Estas cascadas 
constituyen un ecosistema natural aparentemente poco alterado por la acción 
humana, de ahí nuestro interés por llevar a cabo un análisis de la 
multirresistencia de bacterias a antibióticos empleando muestras de este 
ambiente como ejemplo de un ecosistema cuasi prístino y no contaminado. 
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3.2.2.1. Zonas de muestreo 
En la cascada se establecieron dos puntos de muestreo, uno situado 
a 1376 m de altitud denominado G1 (latitud 41°07'35,6"N, y longitud 
3°15'16,9"W) y otro a 1365 m de altitud que se designó como G2 (latitud 
41°07'27,04''N, y longitud 3°15'16,55''W). En el primer punto de muestreo se 
recogió el agua de la chorrera según caía antes de que llegase al suelo, para 
tener una muestra lo menos alterada posible. El punto de muestreo G2 
corresponde a una pequeña charca formada por la acumulación de agua 
caída de la chorrera, pero que sigue teniendo un flujo de salida de ésta (figura 
7). Este último punto de muestreo se escogió debido a que podría haber 
sufrido una mayor alteración o contaminación al haber transcurrido el agua 
que contiene por una zona de suelo más accesible a la acción humana. No 
se tomaron muestras de sedimento al ser la muestra G1 directamente tomada 
del agua de la cascada y prácticamente no existir sedimento en el caso de la 
zona de muestreo G2. 
Las muestras se recogieron y almacenaron en botellas estériles de 
500 mL y se conservaron a 4 ºC hasta su uso. El muestreo se realizó el día 
30/08/2013 entre las 16 y las 17 h De los dos puntos de muestreo se hicieron 
mediciones de pH y temperatura con una sonda multiparamétrica Thermo 
Orion 290A (Thermo Scientific, EE.UU.). El análisis semicuantitativo de la 
composición elemental de las muestras se realizó en el SIdI de la Universidad 
Autónoma de Madrid mediante ICP-MS. 
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Figura 7. Zonas de muestreo en la Chorrera de Despeñalagua. Los círculos amarillos 
representan los puntos de muestreo. A: G1 y B: G2 
3.3. Determinación de la abundancia de bacterias totales y 
cultivables resistentes a diferentes antibióticos 
3.3.1. Bacterias totales 
Las muestras líquidas se fijaron in situ en formaldehido al 4% durante 
12h a 4ºC y se filtraron a través de membranas GTTP de tamaño de poro 
0,22 µm, que fueron luego lavadas con tampón fosfato PBS (1X: 10 mM 
Na2HPO4, 2 mM KH2PO4, 2,7 mM KCl, 137 mM NaCl, pH 7,4). A 
continuación, se dejaron secar a temperatura ambiente antes de la tinción. 
Tras ese tiempo, a un fragmento de la membrana se agregó una solución 1 
µg/mL de DAPI sobre la superficie y de manera homogénea, incubándose 
durante 5 min y eliminándose posteriormente el exceso de DAPI mediante un 
lavado con agua milliQ por 1 min y luego otro con etanol al 70% (v/v) por el 
mismo período de tiempo. La membrana se dejó secar a temperatura 
ambiente y en oscuridad durante otros 20 min antes de ser usada para el 
recuento. A continuación se montó con Citifluor para su observación al 
microscopio de epifluorescencia (Zeiss, Axiovert 200) utilizando el filtro óptico 
correspondiente y un objetivo de 100X. Se leyeron 12 campos aleatorios por 
filtro. Debido a las dificultades para el recuento de las bacterias totales en las 
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muestras de sedimento mediante esta metodología, éstas no fueron 
determinadas. 
3.3.2. Bacterias cultivables y resistentes a antibióticos 
Se sembraron por triplicado y en condiciones de esterilidad distintos 
volúmenes de cada muestra, o diluciones de las mismas, extendiéndola con 
una espátula de Drigalsky de vidrio en cada placa Petri de 9 cm de diámetro 
(Thermo Scientific, EE.UU.) conteniendo medio marino comercial o nutritivo 
(3 g/L extracto de carne, 5 g/L NaCl, 10 g/L bactopeptona, 15 g/L agar 
bacteriológico) suplementado con cada uno de los 11 antibióticos, y con 
cicloheximida para evitar el crecimiento de hongos, a las concentraciones que 
se muestran en la tabla 4. Estos 11 antibióticos fueron elegidos por ser de 
uso común y tener diversos mecanismos o dianas de actuación. También se 
sembraron placas de medio sin selección tanto de marino como de nutritivo 
suplementados solo con cicloheximida para determinar las bacterias 
cultivables totales. En el caso de los sedimentos procedentes de las zonas 
de muestreo de la ría de Huelva, las muestras utilizadas para estos recuentos 
fueron suspensiones de sedimento conteniendo 8 g del sedimento de la 
muestra H1S o 20 g de H2S llevados hasta 15 mL y 50 mL finales 
respectivamente con el medio de cultivo líquido (marino o nutritivo) 
correspondiente. 
Una vez sembradas las placas se incubaron a 30°C durante 5 días. 
Transcurrido este tiempo, se seleccionaron aquellas de cada muestra que 
tenían un número de colonias alrededor de 200 para realizar el recuento. La 
abundancia relativa se expresó como porcentaje de bacterias resistentes a 
cada antibiótico con respecto al total de cultivables determinadas en medio 
sin selección. 
3.4. Aislamiento y conservación de bacterias resistentes a 
ampicilina  
En vista de la alta abundancia y diversidad fenotípica de las colonias 
que se obtuvieron se decidió realizar el estudio de multirresistencia solo para 
las bacterias resistentes al antibiótico betalactámico ampicilina (Ap). Para ello 
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se procedió al aislamiento de estas bacterias por métodos de Microbiología 
clásica. 
A partir de los datos de abundancia determinados para las distintas 
muestras, se realizaron las diluciones apropiadas para tener un número 
adecuado de bacterias por placa y se sembraron en 5 placas de Petri por 
muestra conteniendo medios marino o nutritivo suplementados con ampicilina 
y cicloheximida. Las placas se incubaron a 30°C durante 5 días. 
Aquellas colonias con características fenotípicas diferenciadas fueron 
aisladas por pases sucesivos en medio sólido conteniendo los mismos 
agentes selectivos. Cuando el número de colonias de aspecto similar fue 
superior a tres se tomó una de cada tres colonias para su aislamiento. Tras 
los pases necesarios para obtener colonias bien separadas y de aspecto 
homogéneo se procedió a su conservación a 4°C, para detener su 
crecimiento hasta terminar la fase de aislamiento. Posteriormente, cada uno 
de los aislados fue conservado en una mezcla de medio de cultivo:glicerol 
87% (50:50 v/v) por duplicado. Se utilizaron placas multipocillo (96 pocillos), 
manteniendo una de las copias a -75°C y la otra a -20°C. 
3.5. Determinación de la multirresistencia de los aislados y cálculo 
del índice de resistencia múltiple a antibióticos (MAR) 
3.5.1. Determinación de la multirresistencia 
Con cada uno de los aislados resistentes a ampicilina se llevaron a 
cabo ensayos de resistencia a los restantes diez antibióticos utilizados en 
este estudio (tabla 4). 
Las concentraciones de antibióticos empleadas fueron elegidas en 
base a los valores considerados como límites entre susceptibilidad y 
resistencia (breakpoints) por varias organizaciones internacionales como el 
National Conmittee for Clinical Laboratory Stardards (NCCLS), el Comité de 
l’antibiogramme de la Societé Française de Microbiologie (SFM), la British 
Society for Antimicrobial Chemotherapy (BSAC), la Mesa Española de 
Normalización de la Sensibilidad y Resistencia a los Antimicrobianos 
(MENSURA) y el European Committee on Antimicrobial Susceptiibility 
Materiales y métodos 
- 39 - 
 
Testing (EUCAST) (Leclercq et al. 2013). Los valores empleados por nosotros 
fueron generalmente algo superiores a los descritos. Para la determinación 
de la concentración mínima inhibitoria (CMI) de ertapenem para los distintos 
aislados, se utilizaron concentraciones en un rango elegido (tabla 4) según 
los datos de estudios previos de resistencia con aislados clínicos descritos 
en la literatura (Fuchs et al. 1999, Gobernado et al. 2007a, MENSURA 2000, 
EUCAST 2009, 2013). 
Tabla 4. Antibióticos empleados y concentraciones de los mismos utilizadas en los 
experimentos realizados. Abr.: abreviatura, Conc.: concentración, Disol.: disolvente.  
Antibiótico Abr.
Si 
Conc. (µg/ml) Familia Disol. 
Ampicilina Ap 50 Betalactámicos H2O 
Kanamicina Km 50 Aminoglicósidos H2O 
Ac. Nalidíxico Nx 50 Quinolonas NaOH 
Estreptomicina Sm 100 Aminoglicósidos H2O 
Ceftazidima Cz 50 Betalactámicos H2O 
Vancomicina Vm 50 Glicopéptidos H2O 
Tetraciclina Tc 25 Tetraciclinas Metanol 
Cloranfenicol Cc 25 Fenicoles Metanol 
Eritromicina Em 25 Macrólidos Metanol 
Trimetoprima Tm 16 Antifólicos Metanol 
Rifampicina Rp 8 Ansamicinas Metanol 
Cicloheximida Ch 75 Derivados de cicloalcanos 
cicloalcanos cicloalcanos 
Metanol 
 
 
 
Ertapenem 
 
 
 
Ep 
0,063  
 
 
 
Betalactámicos 
 
 
 
 
H2O 
0,125 
0,25 
0,50 
1 
2 
4 
8 
Para los ensayos de determinación de la resistencia de los aislados, 
se emplearon placas cuadradas de 12x12 cm (Daslab, España) con agar 
nutritivo o marino, dependiendo del medio en que cada aislado había sido 
obtenido, suplementados individualmente con cada uno de los once 
antibióticos a las concentraciones indicadas en la tabla 4. Igualmente, se 
inocularon placas con agar nutritivo o marino sin antibióticos como controles 
de crecimiento sin selección. 
Para inocular las placas se utilizó una pieza metálica con 96 pinchos 
(figura 8) dispuestos para encajar en las placas de microtítulo en las que se 
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conservaban los aislados a -20ºC. Este utensilio se impregnó en etanol de 
96º y se flameó para esterilizarlo antes de su uso. Una vez sembradas las 
placas, se incubaron durante 5 días a 30ºC antes de proceder a observar y 
anotar en una base de datos, con ayuda del software Microsoft Excel 
(Microsoft Corporation, EE.UU.), las bacterias que habían crecido en cada 
placa, estableciendo así el perfil de resistencia de cada aislado. 
En base a los datos obtenidos se eligieron para su identificación, de 
los procedentes de cada muestra original, aquellos aislados que mostraban 
perfiles de resistencia diferentes, y entre los que compartían el mismo perfil, 
todos los que mostraban colonias con distintas características fenotípicas. 
 
Figura 8. Pieza metálica de 96 pinchos utilizada en la determinación de la 
multirresistencia. 
3.5.2. Cálculo de los índices de resistencia múltiple a antibióticos 
(MAR) 
Se determinaron los valores de MAR para cada aislado como el 0/1 del 
número de antibióticos a los que fue resistente de los once usados (Paul et 
al. 1997)). Para grupos concretos de aislados se determinaron los valores de 
media aritmética, mediana y moda utilizando Microsoft Excel 14.1.0. 
3.6. Asignación filogenética 
La asignación filogenética de todos los aislados seleccionados se 
llevó a cabo en base a la similitud de las secuencias de sus genes de ARNr 
16S con las existentes en el GenBank. La asignación a nivel de especie de 
los aislados del género Pseudomonas mediante el análisis de la secuencia 
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de sus ARNr 16S resultó infructuosa en algunos casos, empleándose 
entonces la secuencia del gen rpoD que ha sido propuesto como útil para 
este propósito (Mulet et al. 2009, Sánchez et al. 2014). No obstante algunos 
aislados no pudieron ser completamente identificados a nivel de especie. 
Para la asignación filogenética se procedió según se indica a 
continuación: 
3.6.1. Extracción de ADN bacteriano 
Para cada aislado, una colonia se resuspendió en un vial con 10 µL 
de solución de lisis (proteinasa K 400 ng/µL, SDS 0,005%), procediéndose 
según previamente descrito (Kai et al. 2006) para la lisis de las células. 
Alternativamente, cuando el método de la solución de lisis no dio resultado, 
se empleó el Ultraclean Microbial DNA Isolation Kit (MOBIO Laboratories Inc, 
EE.UU.) para obtener el ADN a partir de cultivos en medio líquido. Para ello, 
una colonia del aislado fue inoculada en 5 mL del medio líquido 
correspondiente e incubada a 30°C. Las células fueron sedimentadas y 
tratadas según las instrucciones del fabricante del kit, salvo por una 
modificación introducida en el protocolo consistente en un tratamiento previo 
de las células con lisozima 10 mg/mL durante 1 h a 37°C, con el fin de facilitar 
la lisis de las células de los aislados más recalcitrantes. 
3.6.2. Amplificación por PCR de las secuencias de los genes de 
ARNr 16S y rpoD 
El ADN extraído según se indica en el apartado anterior se utilizó para 
la amplificación mediante PCR de los genes del ARNr 16S y rpoD. Para 
aquellas muestras de ADN procedentes de solución de lisis fue preciso en 
algunos casos realizar una dilución previa de la preparación para obtener un 
resultado positivo en la PCR. Se probaron distintas diluciones 
determinándose que en la mayor parte de los casos una dilución 1/5 era la 
más adecuada. 
Los cebadores utilizados fueron los que se especifican en la tabla 5. 
Los cebadores 27F y 1492R se utilizaron para la amplificación del gen casi 
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completo del ARNr 16S y PsEG30F y PsEG790R para la amplificación del 
gen rpoD de los miembros del género Pseudomonas. 
Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un termociclador 
Applied Biosystems 2720 (Applied Biosystems, EE UU). Las mezclas de 
reacción contenían, en 50 μL finales, además del ADN molde: tampón de 
PCR (1X), MgCl2 3 mM, dNTPs 0,25 μM (c/u), cebadores 0,50 μM (c/u), Taq 
polimerasa 2,5 U. 
Las condiciones de temperatura y tiempo de las etapas de 
desnaturalización, hibridación y extensión, así como los ciclos 
correspondientes a cada una de las parejas de cebadores utilizados se 
muestran en la tabla 5. Para todas las reacciones se utilizó un paso inicial de 
desnaturalización a 94 ºC durante 5 min y un paso final de extensión a 72 ºC 
durante 10 minutos. Los productos de PCR se guardaron a -20 ºC hasta su 
posterior uso. 
Tabla 5. Cebadores usados en las PCRs y condiciones de éstas. Desn.: fase de 
desnaturalización, Hibr.: fase de hibridación, Ext.: fase de extensión, Nº Cicl.: número de 
ciclos. 
Genes Cebadores* (5’-3’)  Desn. Hibr. Ext. 
Nº 
Cicl. 
ARNr 
16S 
 
27F:       
AGAGTTTGATC(M)TGGCTCAG 
1492R: 
TACGG(Y)TACCTTGTTACGACTT 
Lane 1991 
94 ºC 
1' 
54 ºC 
1' 
72 ºC 
1,5' 
30 
rpoD 
 
PsEG30F:   ATYGAAATCGCCAARCG 
PsEG790R: CGGTTGATKTCCTTGA 
Mulet et al. 2009 
94ºC 
1' 
52ºC 
1' 
72 ºC 
1,5' 
30 
*Código de degeneración de nucleótidos según IUPAC: M=A,C, N=A,C,G,T, Y=T,C ,  K=G,T 
Los amplicones obtenidos mediante PCR se visualizaron mediante 
electroforesis en geles de agarosa al 1% en TAE 1X (40 mM Tris-acetato; 1 
mM EDTA, pH 8). Para visualizar el ADN en los geles, éstos se tiñeron con 
bromuro de etidio 0,5 µg/mL. Las bandas de ADN se visualizaron y se 
fotografiaron en un documentador de geles (Uvitec, Reino Unido). 
3.6.3. Secuenciación y análisis de las secuencias 
Los amplicones obtenidos en las PCRs se purificaron, para su 
posterior secuenciación, mediante precipitación del ADN con una solución 
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conteniendo 20% polietilenglicol 6000 y 2,5 M NaCl, siguiendo un protocolo 
descrito previamente (Sambrook et al., 1989). Para determinar la 
concentración de ADN purificado se empleó un espectrofotómetro Thermo 
Nanodrop ND-1000 (Thermo Scientific, EE.UU.). 
La secuenciación fue llevada a cabo por la compañía Macrogen 
(Holanda), utilizando las concentraciones de molde y cebadores 
recomendados por la casa comercial. Para ello, tras la purificación de los 
amplicones se determinaron las concentraciones de las muestras de ADN 
purificado ajustándolas a los valores requeridos por dilución, o en su caso por 
concentración al vacío en un SpeedVac Eppendorf Concentrator Plus 
(Eppendorf, Alemania). Las muestras de ADN fueron colocadas en placas 
multipocillo junto con el cebador necesario y fueron enviadas para su 
secuenciación. 
Las secuencias obtenidas fueron analizadas y editadas manualmente 
visualizando el electroforegrama mediante el programa Finch TV 
(www.geospiza.com). Para determinar la similitud de las secuencias 
obtenidas con las presentes en la base de datos GenBank se empleó el 
algoritmo BLASTn en la correspondiente página web del National Center for 
Biotechnology Information (NCBI) de los EEUU (http:// 
blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Los resultados nos permitieron asignar los 
aislados según su género y en algunos casos según su especie (identidad 
≥97%). Las secuencias de algunos aislados dieron porcentajes de similitud 
del 100% para secuencias asignadas a diferentes especies, por lo que no fue 
posible hacer una asignación precisa a nivel de especie y fueron recogidos 
en las tablas de asignación en la sección de resultados con la expresión “sp.” 
siguiendo al nombre del género. Este fue el caso para muchos de los aislados 
del género Pseudomonas obtenidos a partir de las muestras de la Chorrera 
de Despeñalagua, para los cuales se intentó una adscripción más específica 
mediante el análisis de la secuencia del gen rpoD, utilizando la misma 
metodología descrita anteriormente para los genes de ARNr 16S. 
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3.7. Análisis estadísticos 
3.7.1. Resultados de la multirresistencia  
Una vez obtenidos los datos de multirresistencia, se utilizaron 
diferentes técnicas estadísticas, que se indican a continuación, para analizar 
los resultados. El software empleado para los análisis fue el Statistical 
Package for Social Sciences (SPSS) versión 21.0 (IBM Corporation, EE UU). 
La estadística descriptiva se realizó mediante un conjunto de técnicas 
que facilitaron la organización, resumen y comunicación de datos como por 
ejemplo las medidas de la tendencia central (media, mediana, moda y suma) 
y la distribución (asimetría) usando el software Microsoft excel y SPSS. 
Antes de realizar las pruebas estadísticas más complejas, se procedió 
a la evaluación de la distribución de las variables. Esto se realizó mediante la 
prueba de Kolmogorov-Smirnov, una prueba no paramétrica que determina 
la bondad del ajuste para comprobar si se verifica la hipótesis de normalidad 
necesaria para que el resultado de algunos análisis sea fiable, lo cual 
condiciona las pruebas que se pueden realizar posteriormente. 
Para comparar las medidas de tendencia central (media o mediana) 
de resistencia a antibióticos de cada aislado entre las zonas de muestreo 
(Guadalajara: G1 y G2; Huelva: H1L, H2L, H1S y H2S) o el medio 
(marino/nutritivo) en el que fueron aisladas cada una de las bacterias, 
considerando la muestras totales, se realizaron pruebas no paramétricas de 
U de Mann-Whitney para el caso de variables cualitativas de dos categorías 
y Kruskal-Wallis, para variables que tengan más de dos categorías, ya que 
nuestras variables no seguían una distribución normal. 
Para comprobar si el hecho de que los aislados perteneciesen a una 
zona de muestreo u otra, o hubiesen sido obtenidos sobre un medio de cultivo 
u otro, tenía alguna asociación estadística con la resistencia de los aislados 
a cada uno de los antibióticos (resistente/sensible), se emplearon tablas de 
contingencia y pruebas de contraste de Chi-cuadrado al tratarse de 
asociación entre variables cualitativas. 
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3.7.2. Coexistencia de las resistencias a dos antibióticos 
Se determinó la existencia o no de una concordancia lineal directa o 
inversa entre la resistencia de los aislados a dos antibióticos diferentes 
simultáneamente, mediante el cálculo del índice Kappa (K). A diferencia de 
las pruebas anteriores, en este análisis se consideraron tanto las muestras 
totales como los géneros identificados por separado. 
Para la interpretación de los resultados del valor de K se utilizó la 
escala (tabla 6) propuesta por Altmann (Altmann 1991). 
Tabla 6. Escala de valoración del índice de Kappa. 
Fuerza de la 
concordancia 
Valor de K 
Pobre o nula <0,20 
Débil 0,21 – 0,40 
Moderada 0,41 – 0,60 
Buena 0,61 – 0,80 
Muy buena 0,81 – 1,00 
El grado de significación estadística (p) es el parámetro que cuantifica 
el error que estamos cometiendo al aceptar nuestros resultados. Su valor 
oscila entre 0 y 1. En general, se ha fijado por convenio el umbral de 0,05 
como válido, es decir, nos permitimos un error máximo de 5 % en nuestra 
afirmación en todas las pruebas estadísticas realizadas en este estudio o que 
representa una seguridad del 95% que la asociación que estamos estudiando 
no sea por el azar. 
3.7.3.  Cálculo de índices de biodiversidad 
Se utilizaron los índices de Margalef (DMg), de Simpson (λ) y de 
Shannon-Wiener (H’), determinados a partir de las asignaciones específicas 
obtenidas según se indica en el apartado 3.6.3. de esta misma sección. El 
significado de estos índices y sus cálculos se indican a continuación. 
3.7.3.1. Índice de Margalef 
Este índice de riqueza específica estima la biodiversidad de una 
comunidad con base en la distribución numérica de los individuos de las 
diferentes especies en función del número de individuos existentes en la 
muestra analizada y se calcula como: 
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                                                     S - 1 
                                                    ln (N) 
donde S es el número de especies y N, el número total de individuos de todas 
las especies. 
Valores inferiores a 2 son considerados como zonas de baja 
biodiversidad y valores superiores a 5 son indicativos de alta biodiversidad 
(Moreno 2001). 
3.7.3.2. Índice de Simpson 
Este índice de dominancia manifiesta la probabilidad de que dos 
individuos tomados al azar de una muestra sean de la misma especie, y se 
calcula como:   
                                λ = Σ pi2 
donde pi es la abundancia proporcional de la especie i, es decir, el número 
de individuos de la especie i dividido entre el número total de individuos de la 
muestra.  
Está fuertemente influido por la importancia de las especies más 
dominantes (Magurran 1988). Como su valor es inverso a la equidad, la 
diversidad puede calcularse como: 1-λ (Lande 1996). Por tanto, la diversidad 
aumenta con el incremento del valor de λ con un máximo de 1 (Moreno 2001). 
3.7.3.3. Índice de Shannon-Wiener  
Es un índice de abundancia proporcional que en un contexto 
ecológico, relaciona el contenido de información por individuo en muestras 
obtenidas al azar provenientes de una comunidad “extensa” de la que se 
conoce el número total de especies. También puede considerarse como una 
medida de la incertidumbre para predecir a qué especie pertenecerá un 
individuo elegido al azar de una muestra de ni especies y N individuos 
(Magurran 1988). Su expresión es: 
H’ = - Σpi x ln(pi) 
DMg = 
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donde pi (ni/N) es la abundancia proporcional de una especie i, ni es el 
número de individuos de la especie y N, el número total de individuos de todas 
las especies. 
Por tanto, H’= 0 cuando la muestra contenga una sola especie, y H’ 
será máxima cuando todas las especies ni estén representadas por el mismo 
número de individuos, es decir, que la comunidad tenga una distribución de 
abundancias perfectamente equitativa. Valores por encima de 3 son 
típicamente interpretados como “diversos”. Este índice subestima la 
diversidad específica si el tamaño de la muestra es pequeña (Moreno 2001). 
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4. RESULTADOS 
4.1. Caracterización de las muestras de la ría de Huelva 
4.1.1. Parámetros fisicoquímicos 
Los parámetros fisicoquímicos mostraron pocas variaciones en el pH 
(H1L: 6,2 y H2L: 6,4) y en la temperatura (H1L: 17,5 ºC y H2L: 19,6 ºC) y, 
unos valores algo más diferenciados en salinidad (H1L: 27,1 ‰ y H2L: 31,6 
‰), conductividad (H1L: 42,1 mS/cm y H2L: 48,3 mS/cm) y potencial redox 
(H1L: 159,0 mV y H2L: 189,7 mV). 
Los resultados del análisis elemental semicuantitativo de las 
muestras de agua (tabla 7) indican que los elementos con mayor 
concentración en las muestras H1L y H2L fueron: B, Ca, Cr, Cu, Fe, K, Li, 
Mg, Mn, Na, Ni, Rb, Sr y V. También se observó que, por lo general, había 
unas concentraciones mayores de Be, Cr, Cu, Fe, Mn, y Ni en la muestra 
H1L y unas concentraciones inferiores de B, Ca, K, Li, Mg, Na, Rb, Sr y V 
en relación a la muestra H2L. Las concentraciones de los demás elementos 
no variaron significativamente entre las dos muestras. 
El resultado del análisis elemental de las muestras de sedimento 
mediante TXRF (tabla 8) muestra una mayor concentración de Cl, Cu, Fe, P 
y S y una menor concentración de Al, As y Ca en la muestra de la zona H1 
(H1S) que en la de la zona H2 (H2S). 
4.1.2. Abundancia de bacterias totales y cultivables 
Las células totales en las muestras líquidas se cuantificaron 
mediante recuento de las mismas según se describe en la sección de 
materiales y métodos. El total de bacterias observadas en la muestra H1L 
fue de 3,6x107 cél/mL y en la muestra H2L de 2,9x107 cél/mL. 
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Tabla 7. Análisis elemental semicuantitativo de las muestras H1L y H2L. 
 H1L (µg/L) H2L (µg/L) 
Au 3,937 4,244 
B 5232,657 6198,895 
Ba 30,902 30,044 
Be 10,352 0,000 
Bi 5,413 5,716 
Ca 452126,471 504920,043 
Co 0,388 1,166 
Cr 58,991 29,533 
Cu 74,217 20,915 
Fe 5974,174 1686,919 
K 332200,167 392848,888 
Li 97,76 212,741 
Lu 0,000 0,008 
Mg 1171845,678 1419220,207 
Mn 91,311 73,262 
Na 8989404,573 10858108,925 
Ni 29,209 13,157 
Pb 7,996 8,773 
Rb 7,434 125,975 
Sr 6369,679 7600,336 
Te 0,000 0,000 
Th 28,453 26,707 
U 35,188 38,250 
V 121,695 145,059 
W 0,000 0,000 
Y 0,277 0,191 
Tabla 8. Análisis elemental cuantitativo de las muestras H1S y H2S. 
 H1S(mg/g) H2S(mg/g) 
Al No detectado 8,5220.781 
As 0,6020.003 1,1350.005 
Ca 5,6900.036 11,5600.058 
Cl 122,0530.270 67,5070.249 
Cu 2,1800.071 0,4850.004 
Fe 59,3280.050 38,6070.049 
Mn 0,1380,006 0,1970.007 
P 8,7860.227 4,1410.220 
S 4,9290.107 1,6340.107 
Ti 0,9980.013 0,8420.014 
Zn 1,2560.005 1,4110.006 
 
Para determinar la abundancia de bacterias cultivables presentes en 
las muestras, se realizaron recuentos de bacterias en medios de cultivo 
sólidos nutritivo y marino y los valores obtenidos fueron expresados como 
porcentajes de cultivables con respecto a las bacterias totales existentes en 
las muestras, que habían sido determinadas previamente según se indica 
en el apartado anterior. El porcentaje de bacterias cultivables en la muestra 
H1L en medio marino (H1L-M) fue del 3,0%, considerablemente superior al 
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observado en medio nutritivo (H1L-N) con un 0,14%. Esta diferencia fue 
similar en la zona de muestreo H2 representando un 0,23% y un 0,01% 
para las cultivables en medio marino (H2L-M) y nutritivo (H2L-N) 
respectivamente. De esta forma, se detectó una mayor abundancia de 
bacterias cultivables en medio marino que en nutritivo en ambas muestras y 
además se observó que para ambos medios existe una abundancia relativa 
notablemente mayor de bacterias cultivables en la muestra H1L que en la 
H2L. 
Por la dificultad de determinar las bacterias totales presentes en las 
muestras de sedimento, las bacterias cultivables en esta fase de cada 
muestra se determinaron como unidades formadoras de colonia por mililitro 
(ufc/mL) de la suspensión de sedimento utilizada, obteniéndose valores de 
2,5x107 para H1S-M (equivalente a 4,7x107 ufc/g), superior al encontrado en 
la muestra H1S-N con un valor de 5,1x105 (equivalente a 9,6x105 ufc/g). En 
la zona de muestreo H2 fue superior esta diferencia siendo de 1,2x107 
(equivalente a 3,0x107 ufc/g) para  H2S-M y 4,2x104 (equivalente a 1,05 
x105 ufc/g) para H2S-N. 
4.1.3. Abundancia de bacterias resistentes a los antibióticos 
La abundancia relativa de bacterias resistentes a los distintos 
antibióticos utilizados en este estudio se determinó como se indica en la 
sección de materiales y métodos y se expresó como porcentaje del total de 
las bacterias cultivables (figura 9). Como se puede observar, existen unos 
porcentajes de bacterias resistentes a la mayoría de los antibióticos 
ensayados en el medio marino más elevados que los observados sobre 
medio nutritivo. La mayor diferencia entre los porcentajes de resistentes en 
uno u otro medio se observó para Tc. Al contrario ocurre con los antibióticos 
Cc, Em y Rp, para los que esta diferencia es ligeramente superior en favor 
de las bacterias cultivadas en medio nutritivo. Hay que resaltar la detección 
de porcentajes elevados de bacterias resistentes a Tm en ambas zonas de 
muestreo, así como en los dos medios de cultivo utilizados. 
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Comparando los porcentajes de resistentes a los diferentes 
antibióticos en las fases líquida y de sedimento para cada zona de muestreo 
(figura 9), se observan valores generalmente más altos sobre medio marino 
Figura 9. Abundancia relativa de bacterias cultivables resistentes a distintos antibióticos. 
A: fases líquidas y B: fases sedimento. M: medio marino, N: medio nutritivo.  
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que sobre nutritivo independientemente de la muestra y la fase. En la zona 
de muestreo H2 se detectaron porcentajes generalmente mayores para los 
distintos antibióticos en la fase líquida que en el sedimento y en ambos 
medios de cultivo, pero no así con las muestras de la zona de muestreo H1 
para la que los porcentajes fueron por lo general similares en la fase liquida 
y en el sedimento si se consideran los analizados sobre medio marino y sin 
una tendencia clara en el caso de los analizados sobre medio nutritivo. 
4.1.4. Aislamiento y caracterización de bacterias resistentes a 
ampicilina 
En vista de las elevadas abundancias de bacterias resistentes a los 
antibióticos observadas y las limitaciones de tiempo disponible para el 
aislamiento y la caracterización de todas ellas se decidió estudiar solo 
aquellas resistentes a ampicilina. Se eligió este antibiótico por ser de una 
familia de antibacterianos, los betalactámicos, a la que pertenecen un gran 
número de los antibióticos más comúnmente utilizados en clínica. 
4.1.4.1. Aislamiento de las bacterias  
Las bacterias se aislaron mediante pases sucesivos sobre los 
medios de cultivo sólidos nutritivo o marino con Ap. Se aislaron un total de 
579 bacterias distribuidas entre las distintas muestras y sobre los dos 
medios. El 50,6% de estas bacterias proceden de la zona de muestreo H2, 
un 63,8% de las cuales procedieron de la fase líquida (H2L). El 49,4% 
restante de los aislados procedían de la zona de muestreo H1, y de éstos 
un 63,6% de la fase líquida (H1L). Considerando ambas zonas de 
muestreo, el mayor número de bacterias fueron aisladas sobre el medio 
marino (72,4%). Los porcentajes de aislados sobre medio marino fueron 
ligeramente diferentes para las dos zonas de muestreo 74,1% de los 
procedentes de la zona H2 y 70,6% de los de la zona H1. 
4.1.4.2. Distribución de los aislados según sus índices MAR y perfiles 
de multirresistencia 
Para determinar los perfiles de multirresistencia se observó el 
crecimiento de los aislados sobre medios suplementados con los 
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antibióticos correspondientes, tal como se indica en la sección de materiales 
y métodos. 
Los recuentos realizados mostraron que un 1,6% de los aislados era 
resistente a un solo antibiótico, adicional a la Ap, mientras que los aislados 
resistentes a todos los antibióticos empleados constituyeron un 2,6%. Al 
representar el porcentaje de todos los aislados en conjunto según sus 
MARs (figura 10) se observa una distribución asimétrica ligeramente 
negativa (coeficiente de asimetría de Fisher g= -0,3) de los valores de MAR, 
es decir, que existen porcentajes mayores de aislados con valores de MAR 
por debajo de la mediana de la distribución, cuyo valor es 0,636 (media 
0,593). 
 
Se han calculado los parámetros estadísticos mediana, media 
aritmética, y moda de los MAR de los aislados, así como el porcentaje de 
aislados con valor de MAR superior a 0,5, es decir de aquellos que son 
resistentes a más del 50% (al menos a 6 de los 11) de los antibióticos 
usados, (tabla 9). Se han considerado todos los aislados conjuntamente o 
independientemente según zonas de muestreo (H1 y H2), los medios de 
aislamiento (HM y HN) y las dos fases de cada zona de muestreo (H1L, 
H1S, H2L y H2S), diferenciando también para cada uno de estos grupos los 
aislados obtenidos sobre uno u otro medio (H1-M, H1-N, H2-M, H2-N, H1L-
M, H1L-N, H2L-M, H2L-N, H1S-M, H1S-N, H2S-M, y H2S-N). 
 
 
Figura 10. Porcentajes de aislados según sus índices MAR. 
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Tabla 9. Valores estadísticos de la distribución de los índices MAR de los aislados según 
su procedencia. Zonas de muestreo: H2 y H1, L: fase líquida, S: sedimento M: medio 
marino, N: medio nutritivo, HT: conjunto de todos los aislados de la ría de Huelva, HL 
todos los aislados de las fase líquida, HS todos los de la fase sedimento. 
 Mediana Media Moda % MAR>0,5 N 
HT 0,636 0,592 0,727 68,7 579 
HM 0,545 0,574 0,455 65,2 419 
HN 0,727 0,640 0,727 78,1 160 
H1 0,636 0,633 0,545 73,1 286 
H2 0,636 0,583 0,727 64,5 293 
HL 0.545 0.554 0.455 59.6 369 
HS 0.727 0.660 0.727 84.8 210 
HL-M 0.545 0.555 0.455 60.3 317 
HS-M 0.636 0.633 0.727 80.4 102 
HL-N 0.545 0.547 0.273 55.8 52 
HS-N 0.727 0.685 0.727 88.9 108 
H1-M 0,545 0,588 0,545 71,3 202 
H2-M 0,545 0,561 0,455 59,4 217 
H1-N 0,636 0,596 0,545 77,4 84 
H2-N 0,727 0,647 0,727 78,7 76 
H1L 0,545 0,575 0,545 68,1 182 
H2L 0,545 0,533 0,455 51,3 187 
H1S 0,636 0,648 0,636 81,7 104 
H2S 0,727 0,672 0,727 87,7 106 
H1L-M 0,545 0,574 0,545 68,9 148 
H2L-M 0,545 0,538 0,455 52,7 169 
H1L-N 0,545 0,578 0,545 64,7 34 
H2L-N 0,364 0,490 0,273 38,9 18 
H1S-M 0,636 0,626 0,636 77,8 54 
H2S-M 0,682 0,640 0,727 83,3 48 
H1S-N 0,636 0,671 0,636 86,0 50 
H2S-N 0,727 0,697 0,727 91,4 58 
En cuanto al valor de la moda, MAR más frecuentemente encontrado 
en cada población de aislados considerada, mostró valores inferiores a 0,5 
para el grupo formado por todos los aislados sobre medio marino (indicado 
como HM en la tabla 9) y el subgrupo de éste constituido por los de la fase 
líquida (HL-M) e incluso considerando todos los de esta fase (HL). 
Igualmente ocurre para los subgrupos de aislados correspondientes a la 
zona H2 obtenidos sobre medio marino (H2-M) y a los procedentes de la 
fase líquida (H2L), al igual que para el subgrupo de éste constituido por los 
obtenidos sobre medio marino (H2L-M). Un valor muy inferior se ha 
determinado para los aislados sobre medio nutritivo de esta misma muestra 
y fase (H2L-N), aunque en este caso el número de aislados en este 
subgrupo es muy bajo (N=18) y los valores podrían no ser significativos, por 
otra parte este mismo valor de moda se observa si incluimos todos los 
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aislados en medio nutritivo de la fase acuosa (HL-N) y en este caso el 
número de aislados considerados es apreciablemente mayor (N=52). 
Valores ligeramente superiores a 0,5 se observan para el grupo de los 
aislados procedentes de la zona de muestreo H1, para los subgrupos de 
éste considerados según su medio de aislamiento (H1-M y H1-N), para el 
subgrupo correspondiente a la fase liquida (H1L), y para los subgrupos de 
éste considerando independientemente los procedentes de cada medio de 
aislamiento (H1L-M y H1L-N). Valores superiores de moda se han 
encontrado para los distintos subgrupos considerados de la fase sedimento 
de la zona H1 (H1S, H1S-M y H1S-N). Los valores más elevados de la 
moda se observan cuando se consideró el conjunto de todos los aislados 
obtenidos de la ría de Huelva (HT), con el mismo valor para el subgrupo de 
éstos que fueron aislados sobre medio nutritivo (HN), para los aislados de la 
fase sedimento en su conjunto, y sus subgrupos en uno u otro medio (HS-M 
y HS-N) y para los de la zona H2 en su conjunto y sus subgrupos sobre 
medio nutritivo (H2-N) o a partir del sedimento (H2S), de entre los cuales 
también tuvieron este valor máximo de la moda tanto los obtenidos sobre 
medio marino (H2S-M) como sobre nutritivo (H2S-N). 
Los datos obtenidos de las medianas (tabla 9) muestran en 
aproximadamente un 50% de los grupos de aislados considerados, 
distribuciones de los valores de MAR desplazadas hacia valores superiores 
a las medias correspondientes, indicando una distribución fuera de la 
normalidad con una asimetría negativa. Como se puede apreciar, con 
excepción de los aislados procedentes de la fase líquida de la zona H2 y 
aislados sobre medio nutritivo (H2L-N), los valores de la mediana y de la 
media son superiores a 0,5 en todos los grupos de aislados considerados. 
Por otro lado analizando los valores de las medias con valores 
superiores a 0,5, el valor más bajo fue el observado para el grupo de 
aislados correspondientes a la fase líquida de la zona H2 (H2L) y dentro de 
ésta al grupo de aislados sobre medio marino (H2L-M), mientras que el 
valor más alto corresponde al subgrupo de aislados de esta misma zona 
procedentes del sedimento y obtenidos sobre medio nutritivo (H2S-N). 
Aunque con valores de la media inferiores a los de la zona H2, esta 
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diferencia se observa también entre las fases liquida y el sedimento de la 
zona H1 (H1L<H1S), aunque con menor diferencia, y tanto en medio marino 
como en nutritivo (H1L-M<H1S-M, y H1L-N<H1S-N). En particular, como en 
el caso de la zona H2, con el máximo valor de la media para el grupo de 
aislados sobre medio nutritivo del sedimento (H1S-N). Si consideramos las 
fases líquida y sedimento englobando tos los aislados de la ría, la media es 
mayor en los de la fase sedimento (HS>HL) y en ambos medios de cultivo 
(HS-M>HL-M y HS-N>HL-N). 
El análisis de los porcentajes de aislados de cada subgrupo con 
MAR superiores a 0,5 (tabla 9) muestra valores mayores para los grupos de 
aislados sobre medio nutritivo, que para los de medio marino, tanto 
globalmente (HN>HM) como considerando las dos zonas de muestreo por 
separado (H1-N>H1-M y H2-N>H2-M), o los aislados del sedimento de 
ambas zonas (H1S-N>H1S-M y H2S-N>H2S-M), o los grupos de todos los 
aislados obtenidos del sedimento de la ría (HS-N>HS-M). Este efecto se 
invierte en el caso de considerar solo los aislados de las fases líquidas de 
toda la ría (HL-M>HL-N) y de ambas zonas de muestreo (H1L-N<H1L-M y 
H2L-N<H2L-M). En general los grupos de aislados considerados en las dos 
zonas de muestreo tienen porcentajes mayores para los aislados de los 
sedimentos que para los de las fases líquidas (H1S>H1L y H2S>H2L) y por 
tanto también considerados conjuntamente (HS>HL). Comparando los 
grupos equivalentes de las dos zonas de muestreo se observa que 
considerando todos los aislados de cada zona el porcentaje de aislados con 
MAR> 0,5 es superior entre los aislados de la zona H1 (H1>H2), al igual 
que si consideramos independientemente los aislados sobre medio marino 
(H1-M>H2-M), efecto que no se observa si consideramos los de medio 
nutritivo (H1-NH2-N). Si consideramos las fases líquidas también 
obtenemos mayores porcentajes en la de la zona H1 (H1L>H2L), ocurriendo 
lo mismo tanto si consideramos los subgrupos de esta fase en medio 
marino o nutritivo (H1L-M>H2L-M y H1L-N>H2L-N). En la fase sedimento se 
observa, por el contrario, que los mayores porcentajes se presentan entre 
los aislados de la zona H2 que entre los de la H1, tanto en su conjunto 
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(H2S<H1S) como considerados grupos independientes según el medio de 
aislamiento (H2S-M<H1S-M y H2S-N<H1S-N). 
Entre los aislados obtenidos se encontraron un total de 143 perfiles 
de multirresistencia diferentes, distribuidos según se muestra en la tabla 10. 
Tabla 10. Número de perfiles de multirresistencia detectados en cada muestra y medio.  
Muestra Medio de cultivo Nº de perfiles 
H1L M 50 
N 25 
H2L M 54 
N 13 
H1S M 25 
N 35 
H2S M 23 
N 11 
 
4.1.4.3. Análisis estadístico de la distribución de los aislados 
resistentes a cada antibiótico según las zonas de muestreo y los 
medios de cultivo 
Se emplearon los parámetros de tablas de contingencia y pruebas 
de contraste de Chi-cuadrado para valorar la relación de resistencia de los 
aislados a cada uno de los antibióticos con las zonas de muestreo o con los 
medios de aislamiento. 
Analizando los porcentajes de aislados resistentes a cada antibiótico 
según las muestras de procedencia (tabla 11), se observan diferencias 
estadísticamente significativas (p<0,001) entre las muestras (H1L, H2L, H1S 
y H2S) prácticamente para todos los antibióticos (con la excepción de Sm 
(p=0,351)). 
Tabla 11. Porcentajes de aislados resistentes a los antibióticos según las muestras. 
Diferencias significativas (*). 
 
H1L 
(%) 
H2L 
(%) 
H1S 
(%) 
H2S 
(%) 
ᵪ2 de 
Pearson 
p 
Cloranfenicol 13,7 11,8 26,0 49,1 65,322 <0,001* 
Ceftazidima 66,5 52,4 84,6 91,5 62,288 <0,001* 
Eritromicina 17,6 10,7 51,0 60,4 116,545 <0,001* 
Kanamicina 41,8 44,9 51,0 28,3 12,255 0,007* 
Ác. Nalidíxico 81,3 79,1 85,6 95,3 14,440 0,002* 
Rifampicina 27,5 21,4 40,4 26,4 12,182 0,007* 
Estreptomicina 88,5 88,2 88,5 94,3 3,278 0,351 
Tetraciclina 78,0 86,1 60,6 42,5 72,475 <0,001* 
Trimetoprima 86,8 75,9 80,8 96,2 22,664 <0,001* 
Vancomicina 30,8 16,0 44,2 54,7 53,417 <0,001* 
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Comparando las muestras de sedimento y de agua de cada zona de 
muestreo se observó que, entre los aislados procedentes de la zona H1, el 
porcentaje de resistentes a Cc, Cz, Em, Rp o Vm es mayor en el sedimento 
(H1S) que en la fase líquida (H1L) (p<0,05). Para los resistentes a Tc 
ocurrió lo contrario (p=0,002). No se encontraron diferencias significativas 
(p>0,05) en el porcentaje de resistentes a Km, Nx, Sm o Tm procedentes de 
ambas fases. Para los aislados procedentes de la zona H2 se observó que 
los aislados originarios del sedimento (H2S) contienen un porcentaje de 
resistentes mayor respecto a los de la fase líquida (H2L) (p<0,05) para los 
antibióticos Cc, Cz, Em, Nx, Tm o Vm. En cambio, son superiores los 
porcentajes de resistentes de la muestra H2L respecto a los de la muestra 
H2S para los antibióticos Km o Tc (p<0,01). No se hallaron diferencias 
significativas (p>0,05) en el porcentaje de los aislados resistentes a Rp o 
Sm de ambas fases. 
Al comparar las fases líquidas de ambas zonas, se observaron 
porcentajes mayores de aislados resistentes a Cz, Tm o Vm entre los 
aislados de la zona H1 que entre aquellos procedentes de la zona H2 
(p<0,05). Para los resistentes a Tc el porcentaje es mayor en la zona H2 
(p<0,05). No se encontraron diferencias significativas (p>0,05) en el 
porcentaje de los resistentes a Cc, Em, Km, Nx, Rp o Sm para ambas zonas 
de muestreo. 
De igual forma fueron comparadas las muestras de sedimentos de 
las dos zonas. Los resultados indican que los porcentajes de resistentes a 
Cc, Nx o Tm de la zona H2 son superiores a los de la zona H1 (p<0,05), al 
contrario de lo que ocurrió para los resistentes a Km, Rp o Tc (p<0,05). No 
se encontraron diferencias estadísticamente significativas (p>0,05) entre los 
porcentajes de resistentes a Cz, Em, Sm o Vm procedentes de los 
sedimentos de ambas zonas. 
Considerando los medios de aislamiento (tabla 12), se observó que 
a excepción de para Rp y Sm (p=0,106 y p=0,210, respectivamente), 
existen diferencias significativas entre los porcentajes de resistentes a todos 
los antibióticos probados (p<0,05), siendo mayor el porcentaje de 
resistentes a Cc, Cz, Em, Tm o Vm entre los aislados sobre medio nutritivo 
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que entre los obtenidos sobre medio marino. Se encontraron resultados 
opuestos para los resistentes a Km, Nx y Tc. En definitiva el orden de mayor 
a menor de los porcentajes de resistentes según los medios fueron: Tm > 
Cz > Sm > Em > Nx > Vm > Cc > Rp > Km > Tc en medio nutritivo y Tc > 
Sm > Nx > Tm >Cz > Km > Rp > Vm > Cc > Em en medio marino. 
Tabla 12. Porcentajes de aislados resistentes a los antibióticos según los medios de 
aislamiento. Diferencias significativas (*) 
 
Medio de cultivo ᵪ2 de 
Pearson 
p 
Nutritivo (%) Marino (%) 
Cloranfenicol 46,3 12,4 77,874 <0,001* 
Ceftazidima 87,5 63,0 32,936 <0,001* 
Eritromicina 77,5 10,7 249,676 <0,001* 
Kanamicina 28,8 47,0 15,863 <0,001* 
Ác. Nalidíxico 75,6 87,1 11,332 0,001* 
Rifampicina 32,5 25,8 2,618 0,106 
Estreptomicina 86,9 90,5 1,573 0,210 
Tetraciclina 13,8 92,8 351,646 <0,001* 
Trimetoprima 89,4 81,9 4,848 0,028* 
Vancomicina 66,3 20,0 112,108 <0,001* 
4.1.4.4. Asignación filogenética de aislados seleccionados 
Aquellos aislados que presentaban perfiles de resistencia distintos 
fueron elegidos para ser adscritos a grupos filogenéticos concretos. Dentro 
de los que tenían el mismo perfil, se seleccionaron todos los que formaban 
colonias con características fenotípicas diferentes (forma, brillo, rugosidad, 
tamaño, color, etc.). Se eligieron así 346 aislados con el fin de determinar 
su adscripción filogenética mediante el análisis de las secuencias de sus 
genes de ARNr 16S. El análisis bioinformático de las secuencias obtenidas 
y editadas permitió realizar una caracterización filogenética a nivel de clase 
y género de todos los aislados estudiados, pudiéndose llegar, en algunos 
casos, a determinar a nivel de especie. 
4.1.4.4.1. A niveles de clase y género 
Los aislados se pueden adscribir a 8 clases filogenéticas en los 
porcentajes indicados: Alphaproteobacteria (51,2%), Bacilli (13,3%), 
Gammaproteobacteria (11,0%), Actinobacteria (10,4%), Flavobacteriia 
(8,1%), Betaproteobacteria (2,3%), Sphingobacteriia (2,3%) y Cytophagia 
(1,4%). Estas clases se distribuyeron según zonas de procedencia y los 
medios de aislamiento empleados como se puede ver en la figura 11. 
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Figura 11. Distribución por clases de las bacterias identificadas. A: según las zonas de 
muestreo H1 y H2, B: según zonas de muestreo y medios de aislamiento empleados M: 
medio marino, N: medio nutritivo. 
Las alfaproteobacterias están representadas en porcentajes 
similares entre los aislados procedentes de ambas zonas de muestreo, 
aunque el valor es algo mayor entre los de la zona H2. Entre los aislados en 
uno u otro medio y según la zona de muestreo, el mayor porcentaje se 
encuentra entre los procedentes de la zona H1 obtenidos sobre medio 
nutritivo, mientras que, entre los de la zona H2, se distribuyen 
porcentualmente de forma similar entre los de uno u otro medio, siendo algo 
mayor el porcentaje entre los obtenidos en nutritivo. Por otra parte, los 
aislados de la clase Betaproteobacteria están representados con un 
porcentaje mayor entre los de la zona H1, en relación a los de la z H2, 
estando presentes en mayor proporción entre los de medio nutritivo. Los 
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procedentes de la zona H2 fueron obtenidos exclusivamente sobre medio 
marino. Los aislados de la clase Gammaproteobacteria fueron 
proporcionalmente más abundantes entre los de la zona H1, de la que 
fueron aislados sobre ambos medios en proporción parecida, al igual que en 
el caso de los de la zona H2. Los miembros de la clase Bacilli, están 
representados entre los obtenidos en ambas zonas de muestreo en 
proporción similar, aunque fueron algo más abundantes proporcionalmente 
entre los aislados de la zona H1. Entre los aislados de esta zona, los 
miembros de esta clase están notablemente mejor representados entre los 
aislados en medio marino, pero ocurrió al contrario entre los de la zona H2. 
Los miembros de la clase Actinobacteria estaban en porcentajes casi 
idénticos entre los de ambas zonas de muestreo, con porcentajes mayores 
entre los de medio marino que entre los de nutritivo, en ambas zonas de 
muestreo. Los aislados de la clase Cytophagia procedían en porcentajes 
similares de ambas zonas. No se aislaron bacterias de esta clase sobre 
medio nutritivo en ninguna de las dos zonas. Miembros de las clases 
Flavobacteriia y Sphingobacteriia representaban un porcentaje 
aproximadamente el doble entre los de la zona de muestreo H2 que entre 
los de la H1 y, mientras que de la zona H1 solo se aislaron flavobacterias 
sobre medio marino y esfingobacterias sobre el nutritivo, de la zona H2, 
aunque básicamente ocurrió lo mismo, sí que fueron aisladas algunas 
esfingobacterias del medio marino, aunque en muy baja proporción con 
respecto al total de aislados de esta zona obtenidos sobre este medio. 
De todas las clases encontradas, Alphaproteobacteria fue la que 
presentó la mayor diversidad a nivel de género con un total de 15 (tabla 13). 
En cambio, las clases Cytophagia y Sphingobacteriia apenas estuvieron 
representadas por 2 géneros cada una. En conjunto, las bacterias 
identificadas se distribuyeron en 51 géneros diferentes, de los cuales un 
27,5% se hallaron solo en las muestras de la zona H1, un 19,6% son 
propios de la zona H2, y el restante 52,9% lo forman géneros que fueron 
detectados en ambas zonas de muestreo. 
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Tabla 13. Distribución de los aislados según los géneros detectados en cada clase. Las 
celdas de color verde indican la presencia de aislados del género indicado en las muestras 
H1L, H2L, H1S y H2S y según el medio de aislamiento M: medio marino y N: medio nutritivo 
Clase Género (% en la clase) 
H1L H2L H1S H2S H1L H2L H1S H2S 
M M M M N N N N 
Actinobacteria 
Brachybacterium (5,6%)                 
Cellulosimicrobium (16,7%)                 
Leucobacter (2,8%)                 
Microbacterium (52,7%)                 
Mycobacterium (2,8%)                 
Phycicoccus (8,3%)                 
Streptomyces (8,3%)                 
Tsukamurella (2,8%)                 
Alphaproteobacteria 
Altererythrobacter (16,4%)                 
Blastomonas (0,6%)                 
Bosea (4,0%)                 
Brevundimonas (6,8%)                 
Citromicrobium (0,6%)                 
Erythrobacter (28,8%)                 
Lutibacterium (6,2%)                 
Methylobacterium (9,6%)                 
Novosphingobium (0,6%)                 
Ochrobactrum (10,2%)                 
Ponticaulis (7,9%)                 
Sinorhizobium (0,6%)                 
Sphingobium (0,6%)                 
Sphingomonas (1,1%)                 
Sphingopyxis (6,2%)                 
Bacilli 
Bacillus (56,5%)                 
Lysinibacillus (8,7%)                 
Paenibacillus (23,9%)                 
Paenisporosarcina (6,5%)                 
Solibacillus (2,2%)                 
Virgibacillus (2,2%)                 
Betaproteobacteria 
Achromobacter (50,0%)                 
Advenella (25,0%)                 
Brachymonas (12,5%)                 
Neisseria (12,5%)                 
Cytophagia 
Algoriphagus  (60,0%)                 
Cyclobacterium (40,0%)                 
Flavobacteriia 
Arenibacter (14,3%)                 
Joostella (21,4%)                 
Leeuwenhoekiella (3,6%)                 
Mesonia (35,7%)                 
Salegentibacter (3,6%)                 
Salinimicrobium (3,6%)                 
Zunongwangia (3,6%)                 
Tenacibaculum (14,3%)                 
Gammaproteobacteria 
Acinetobacter (2,6%)                 
Halomonas (2,6%)                 
Marinobacter (5,3%)                 
Pseudoalteromonas (57,9%)                 
Pseudomonas (21,1%)                 
Stenotrophomonas (10,5%)                 
Sphingobacteriia 
Chitinophaga (25,0%)                 
Sphingobacterium (75,0%)                  
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4.1.4.4.2. A nivel de especie 
Al analizar las secuencias de ARNr 16S obtenidas para los distintos 
aislados nos encontramos que, aunque la asignación a nivel de género era 
clara en la mayoría de los casos, no ocurría lo mismo a nivel de especie 
para un considerable número de aislados. En estos casos las secuencias 
mostraban porcentajes de identidad de hasta el 100% con secuencias de la 
base de datos asignadas a diferentes especies, observándose una cierta 
variabilidad dentro de cada especie superior o similar a la variabilidad 
interespecífica. Como consecuencia de esto y tras intentar hacer estudios 
filogenéticos mediante algoritmos de reconstrucción de árboles filogenéticos 
no fue posible asignar un número elevado de aislados a especies concretas, 
ya que el recorte necesario de los extremos de las secuencias alineadas, 
eliminaba parte de la información y disminuía la especificidad de las 
mismas. Por ello la asignación se realizó utilizando toda la secuencia 
disponible del ARNr 16S, mediante análisis de los resultados de búsqueda 
utilizando el algoritmo BLAST como se indica en la sección de materiales y 
métodos. Los resultados se recogieron en la tabla 14, en la que se indican 
las secuencias correspondientes a especies identificadas en la base de 
datos con mayor porcentaje de identidad con las secuencias de los 
aislados. Aquellos aislados para los que la secuencia disponible no pudo 
distinguir en porcentaje de identidad entre dos especies concretas, ambas 
especies se han propuesto como posibles. Cuando fueron más de dos 
especies las que mostraban igual nivel de identidad, se indican en la tabla 
con el nombre del género seguido de "sp.", a excepción de aquellos 
aislados pertenecientes al denominado complejo Bacillus cereus/ 
thuringiensis/anthracis que se indicó como tal. Cuando la secuencia 
identificó, con porcentaje superior al 97%, solo secuencias no asignadas a 
una especie concreta, igualmente se indicó en la tabla como el género 
seguido de "sp.", aunque en estos casos se indica el número de acceso de 
la secuencia con mayor porcentaje de identidad. Los análisis realizados han 
permitido determinar la proximidad filogenética de 262 aislados a 71 
especies concretas y de 24 aislados a 13 parejas de dos especies posibles, 
resultando infructuosa la determinación de una especie única 
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filogenéticamente próxima para el resto de los aislados. Se ha utilizado el 
término “genomovar” para indicar cada una de las secuencias distintas de 
los aislados correspondientes a una misma especie según el estudio 
realizado. 
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Tabla 14. Especies filogenéticamente más próximas a los aislados en base a las secuencias de 
sus ARNr 16S y su distribución según muestras y medios de aislamiento. Nº ais.: número de 
aislados; Nº gv.: número de genomovares encontrados. 
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e
g
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u
e
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 d
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 d
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o
m
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v
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L
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H
2
L
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H
1
S
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H
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S
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H
1
L
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H
2
L
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H
1
S
-N
 
H
2
S
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A
c
h
ro
m
o
b
a
c
te
r 
s
p
. 
9
9
-1
0
0
 
 
2
 
2
 
 
 
 
1
(1
) 
 
 
1
(1
) 
 
A
c
h
ro
m
o
b
a
c
te
r 
x
y
lo
s
o
x
id
a
n
s
 
1
0
0
 
A
F
4
3
9
3
1
4
 
2
 
1
 
 
 
1
(1
) 
 
 
 
1
(1
) 
 
A
c
in
e
to
b
a
c
te
r 
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h
n
s
o
n
ii 
1
0
0
 
K
C
6
6
0
1
3
3
 
1
 
1
 
 
 
 
 
1
(1
) 
 
 
 
A
d
v
e
n
e
lla
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n
c
e
n
a
ta
 
1
0
0
 
K
F
8
4
4
0
5
6
 
1
 
1
 
 
 
1
(1
) 
 
 
 
 
 
A
d
v
e
n
e
lla
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n
c
e
n
a
ta
/k
a
s
h
m
ir
e
n
s
is
 
1
0
0
 
K
J
6
8
9
3
0
9
/H
Q
8
4
5
1
7
5
 
1
 
1
 
 
1
(1
) 
 
 
 
 
 
 
A
lg
o
ri
p
h
a
g
u
s
 a
n
ta
rc
ti
c
u
s
 
9
9
 
A
Y
7
7
1
7
3
3
 
3
 
3
 
1
(1
) 
2
(2
) 
 
 
 
 
 
 
A
lt
e
re
ry
th
ro
b
a
c
te
r 
d
o
n
g
ta
n
e
n
s
is
 
9
8
 
N
R
_
1
0
8
6
9
5
 
1
 
1
 
 
 
 
 
1
(1
) 
 
 
 
A
lt
e
re
ry
th
ro
b
a
c
te
r 
is
h
ig
a
k
ie
n
s
is
 
9
8
 
N
R
_
1
1
2
7
2
1
 
2
5
 
3
 
2
(1
) 
5
(1
) 
1
0
(2
) 
3
(1
) 
1
(1
) 
4
(2
) 
 
 
A
lt
e
re
ry
th
ro
b
a
c
te
r 
lu
te
o
lu
s
 
1
0
0
 
N
R
_
0
4
3
1
5
1
 
2
 
1
 
 
1
(1
) 
 
1
(1
) 
 
 
 
 
A
lt
e
re
ry
th
ro
b
a
c
te
r 
m
a
re
n
s
is
/e
p
o
x
id
iv
o
ra
n
s
 
9
8
 
J
Q
8
0
6
7
3
6
/N
R
_
0
4
3
7
0
6
 
1
 
1
 
 
 
1
(1
) 
 
 
 
 
 
A
re
n
ib
a
c
te
r 
e
c
h
in
o
ru
m
 
9
9
 
E
F
5
3
6
7
4
9
, 
K
F
9
1
1
3
3
6
 
4
 
1
 
 
4
(1
) 
 
 
 
 
 
 
B
a
c
ill
u
s
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e
re
u
s
 
9
8
 
H
M
1
6
1
8
6
8
 
1
 
1
 
 
 
 
 
1
(1
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B
a
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s
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s
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u
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n
g
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n
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n
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1
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0
 
K
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7
1
7
5
5
7
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K
J
6
7
6
0
9
9
/ 
K
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0
0
9
4
8
6
/ 
K
P
7
8
8
0
3
3
/ 
C
P
0
1
0
1
0
6
/ 
K
P
3
4
2
1
9
5
 
4
 
1
 
 
 
 
 
1
(1
) 
3
(1
) 
 
 
B
a
c
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u
s
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u
s
ii 
1
0
0
 
F
N
3
9
7
4
5
4
 
2
 
1
 
1
(1
) 
 
 
1
(1
) 
 
 
 
 
B
a
c
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u
s
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a
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c
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n
s
is
 
9
9
-1
0
0
 
N
R
_
1
1
6
8
8
6
 
1
5
 
4
 
1
5
(4
) 
 
 
 
 
 
 
 
B
a
c
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u
s
 l
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h
e
n
if
o
rm
is
 
1
0
0
 
H
M
1
6
1
8
6
8
, 
C
P
0
1
2
1
1
0
 
3
 
2
 
3
(2
) 
 
 
 
 
 
 
 
B
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s
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m
o
n
a
s
 s
p
. 
9
9
 
F
N
3
9
7
6
7
3
 
1
 
1
 
 
 
 
1
(1
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B
o
s
e
a
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a
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a
n
e
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9
9
 
N
R
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0
2
8
7
8
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1
 
 
 
 
 
 
 
 
1
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B
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s
e
a
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1
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8
7
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1
 
 
1
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) 
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) 
 
1
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) 
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h
y
b
a
c
te
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u
m
 f
a
e
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m
 
9
9
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6
1
3
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(1
) 
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s
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9
 
N
R
_
1
1
6
2
8
4
 
1
 
1
 
 
 
 
 
 
 
1
(1
) 
 
B
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v
u
n
d
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o
n
a
s
 b
u
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9
9
 
E
U
9
7
7
7
0
0
 
1
 
1
 
 
1
(1
) 
 
 
 
 
 
 
B
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s
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9
9
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0
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J
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8
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9
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2
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4
(2
) 
 
B
re
v
u
n
d
im
o
n
a
s
 s
p
. 
9
9
 
 
1
 
1
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4
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1
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7
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B
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2
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1
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1
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0
0
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9
1
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1
S
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2
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1
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2
S
-N
 
C
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b
a
c
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ri
u
m
 m
a
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n
u
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1
0
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K
C
5
3
4
1
7
9
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E
ry
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ro
b
a
c
te
r 
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u
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a
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s
 
9
9
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R
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0
2
5
7
8
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1
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ro
b
a
c
te
r 
c
it
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u
s
 
9
9
-1
0
0
 G
Q
1
6
9
0
7
6
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K
C
5
3
4
3
7
1
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L
C
0
2
0
2
2
9
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K
C
5
3
4
1
6
9
 
1
1
 
9
 
6
(5
) 
2
(2
) 
1
(1
) 
1
(1
) 
 
 
 
1
(1
) 
E
ry
th
ro
b
a
c
te
r 
g
a
e
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u
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9
9
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N
4
3
1
7
8
6
 
1
 
1
 
1
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g
a
n
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e
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9
7
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8
 
N
R
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1
1
6
3
1
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1
4
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6
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4
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3
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9
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1
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1
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p
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9
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1
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1
3
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1
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1
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te
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u
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s
 
9
9
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0
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F
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0
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3
8
8
, 
G
Q
1
6
9
0
7
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K
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9
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0
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7
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K
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8
/N
R
_
0
7
4
3
4
9
 
1
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0
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n
a
 
1
0
0
 
K
F
7
4
0
5
5
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P
7
0
6
8
2
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o
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a
v
a
 
9
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P
8
6
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L
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u
c
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a
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k
o
m
a
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a
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1
0
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C
4
9
2
0
5
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1
 
1
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) 
 
 
 
 
 
 
 
L
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a
c
te
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u
m
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n
u
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e
d
e
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n
s
 
9
9
-1
0
0
 
N
R
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1
1
5
1
1
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1
1
 
7
 
5
(3
) 
4
(3
) 
 
1
(1
) 
 
 
1
(1
) 
 
L
y
s
in
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a
c
ill
u
s
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u
s
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o
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is
 
1
0
0
 
K
M
9
8
3
0
1
5
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K
P
1
9
2
0
2
3
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K
M
9
8
3
0
1
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1
 
 
 
3
(1
) 
 
 
 
 
 
L
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a
c
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s
 s
p
h
a
e
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c
u
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9
9
 
K
M
3
7
8
6
1
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1
 
1
 
 
1
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) 
 
 
 
 
 
 
M
a
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a
c
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d
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a
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n
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v
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a
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1
0
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K
P
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2
1
4
/A
B
6
1
7
5
5
8
 
2
 
1
 
2
(1
) 
 
 
 
 
 
 
 
M
e
s
o
n
ia
 a
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a
e
 
9
8
-1
0
0
 
N
R
_
1
1
3
8
9
6
 
9
 
5
 
2
(2
) 
7
(4
) 
 
 
 
 
 
 
M
e
th
y
lo
b
a
c
te
ri
u
m
 r
h
o
d
e
s
ia
n
u
m
 
1
0
0
 N
R
_
0
4
1
0
2
8
, 
H
M
2
4
5
4
3
4
 
1
6
 
1
 
 
 
 
 
 
 
 
1
6
(1
) 
M
e
th
y
lo
b
a
c
te
ri
u
m
 s
p
. 
9
9
 
 
1
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1
(1
) 
M
ic
ro
b
a
c
te
ri
u
m
 l
a
c
u
s
/a
u
ru
m
 
9
9
 
K
J
8
1
2
3
9
1
/E
U
7
1
4
3
4
3
 
1
 
1
 
 
 
 
 
 
 
1
(1
) 
 
M
ic
ro
b
a
c
te
ri
u
m
 s
p
. 
9
7
-1
0
0
 
 
1
8
 
7
 
1
(1
) 
5
(5
) 
2
(1
) 
5
(1
) 
 
1
(1
) 
4
(2
) 
 
M
y
c
o
b
a
c
te
ri
u
m
 p
e
re
g
ri
n
u
m
 
1
0
0
 
J
X
2
6
6
7
0
4
 
1
 
1
 
 
 
 
 
1
(1
) 
 
 
 
N
e
is
s
e
ri
a
 s
p
. 
1
0
0
 
F
J
5
0
2
3
4
6
 
1
 
1
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(1
) 
 
N
o
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p
h
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g
o
b
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p
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A
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e
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b
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d
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9
 
A
Y
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9
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R
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1
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(1
) 
 
 
 
 
 
 
O
c
h
ro
b
a
c
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u
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n
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p
i/
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te
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e
d
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m
 
1
0
0
 
K
P
2
8
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3
/K
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9
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4
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1
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) 
 
O
c
h
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b
a
c
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u
m
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n
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e
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K
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d
o
g
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n
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n
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K
F
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4
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5
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K
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7
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1
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) 
 
1
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) 
 
O
c
h
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b
a
c
tr
u
m
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s
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d
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o
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O
c
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u
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9
9
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3
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a
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a
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e
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s
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e
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a
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a
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s
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9
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M
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F
7
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3
8
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F
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9
6
3
2
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J
X
2
9
6
3
6
1
 
5
 
5
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) 
1
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1
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2
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P
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e
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a
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u
s
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9
9
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0
 
 
5
 
4
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1
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a
e
n
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p
o
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s
a
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a
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9
 
 
3
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s
 o
c
h
a
n
g
e
n
s
is
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o
a
lt
e
ro
m
o
n
a
s
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a
 
9
9
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R
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Tabla 14. Cont. 3. 
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4.1.4.4.2.1. Índices de biodiversidad a nivel de especie 
La diferencia en los niveles de biodiversidad a nivel de especie de 
las bacterias aisladas e identificadas en cada muestra, se determinó 
mediante el cálculo de los índices de Margalef (DMg), Simpson (λ) y de 
Shannon-Wiener (H’). Considerando las muestras en su conjunto, los 
valores de los índices de biodiversidad resultaron ser de: DMg=12,75, λ=0,97 
(máx. 1) y H’=3,76 (máx. 5).  En la tabla 15 se resumen los resultados de 
los cálculos de los índices mencionados en el que se puede observar que 
para la zona de muestreo H1 los índices de biodiversidad fueron mayores 
que para la zona H2. En ambas zona los índices de biodiversidad fueron 
algo superiores para los aislados de la fase líquida (H1L y H2L) que para los 
del sedimento (H1S y H2S), siendo esta diferencia mayor en la zona H2. 
Calculando los índices de biodiversidad para los aislados procedentes de 
cada una de las zonas, según el medio de aislamiento, se obtuvieron 
valores en general superiores para los aislados en medio marino 
comparados con los del medio nutritivo para ambas zonas de muestreo, si 
bien la diferencia fue notablemente mayor para la zona H2. 
Tabla 15. Índices de biodiversidad a nivel de especie de los grupos de aislados agrupados 
según las zonas de muestreo y los medios de aislamiento. DMg: índice de Margalef, λ: 
índice de Simpson y H’: índice de Shannon-Wiener. 
 
DMg λ H' 
H1 10,26 0,96 3,54 
H2 8,18 0,94 3,24 
H1L 8,13 0,94 3,23 
H1S 6,17 0,92 2,92 
H2L 6,74 0,94 3,06 
H2S 4,50 0,83 2,35 
H1-M 6,88 0,93 3,05 
H1-N 6,01 0,93 2,97 
H2-M 6,49 0,95 3,11 
H2-N 3,24 0,69 1,74 
4.1.4.5. Prevalencia de los aislados resistentes a los antibióticos 
según los géneros a los que pertenecen 
Se analizó la prevalencia de los aislados resistentes a los 
antibióticos de los 14 géneros encontrados con un número de aislados igual 
o superior a 8, considerando conjuntamente los de todas las muestras 
analizadas que habían sido identificados a nivel de género, para tratar de 
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determinar cuáles de las resistencias podrían ser adquiridas, considerando 
como tales aquellas que no fuesen observadas en todos o casi todos los 
aislados de cada género. Como un criterio para distinguir entre posibles 
resistencias adquiridas y aquellas comunes a los aislados de cada género y 
a las que aquí, para simplificar al referirnos a ellas, denominaremos 
intrínsecas*, se estimaron como posiblemente intrínsecas de género 
aquellas que fueron observadas por un número de aislados ≥90,0% de los 
pertenecientes a dicho género; para valores inferiores se consideraron 
como resistencias probablemente adquiridas. Los resultados (figura 12) 
indican que, con el criterio indicado, la resistencia a cada uno de los 
antibióticos estudiados, salvo a Cc y Rp, podría ser intrínseca en al menos 
uno de los géneros: Algunos géneros se mostraron como intrínsecamente 
resistentes a 1 antibiótico, como Bacillus a Tm, Ponticaulis a Tc y 
Sphingopyxis a Sm, a 2 antibióticos, como Altererythrobacter a Sm y Tm, a 
3 antibióticos, como Brevundimonas a Cz, Nx y Sm, y Erythrobacter y 
Lutibacterium a Nx, Sm y Tc, a 4 antibióticos, como Mesonia a Km, Nx, Sm 
y Tm y Ochrobactrum a Cz, Em, Tm y Vm, o a 6 antibióticos, como 
Methylobacterium a Cz, Em, Nx, Sm, Tm y Vm. Para los géneros 
Microbacterium, Paenibacillus, Pseudoalteromonas y Pseudomonas no se 
encontraron posibles resistencias intrínsecas para ninguno de los 
antibióticos utilizados. En cambio, en la mayoría de los casos, dentro de 
cada género se encontraron aislados sensibles a los antibióticos empleados 
y en algunos casos todos los aislados de un mismo género lo fueron: 
Altererythrobacter a Cc, Mesonia a Em, Methylobacterium a Km y Rp y 
Bacillus y Sphingopyxis a Vm. 
 
 
 
 
 
*Resistencia intrínseca: Este concepto se entiende habitualmente como se ha 
definido en el epígrafe 1.3.1.1. Aquí se utiliza según Walsh y Duffy 2013. 
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Si comparamos los distintos antibióticos en cuanto al porcentaje de 
resistentes en cada género (figura 13), observamos que los que mostraron 
mayor abundancia relativa de resistentes según el antibiótico, y excluyendo 
los géneros que se han considerado resistentes intrínsecos a antibióticos 
Figura 12. Abundancia relativa de los aislados resistentes a los antibióticos en los 
géneros indicados. Antibióticos: Cc-Cloranfenicol, Cz-Ceftazidima, Em-Eritromicina, Km-
Kanamicina, Nx-Ácido nalidíxico, Rp-Rifampicina, Sm-Estreptomicina, Tc-Tetraciclina, Tm-
Trimetoprima y Vm-Vancomicina.   – indica  porcentajes  ≥ a 90,0%.       
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concretos, fueron: para Cc Mesonia, para Cz Altererythrobacter, seguido de 
cerca por Bacillus y Ponticaulis, para Em Brevundimonas, para Km y Rp 
Ochrobactrum, para Nx Altererythrobacter, para Sm, con valores muy 
próximos Ochrobactrum, Ponticaulis y Pseudoalteromonas, para Tc 
Figura 13. Abundancia relativa de los aislados resistentes a los antibióticos indicados 
según el género al que pertenecen. Géneros: Alter.: Altererythrobacter, Baci.: Bacillus, 
Brev.: Brevundimonas, Eryt.: Erythrobacter, Lutib.: Lutibacterium, Mes.: Mesonia, Meth.: 
Methylobacterium, Micr.: Microbacterium, Ochr.: Ochrobactrum, Paen.: Paenibacillus, Pont.: 
Ponticaulis, Pdalt.: Pseudoalteromonas, Psdo.: Pseudomonas, Sphi.: Sphingopyxis. - 
indica porcentajes ≥ 90. 
0
20
40
60
80
100
Cloranfenicol
0
20
40
60
80
100
Ceftazidima
0
20
40
60
80
100
Eritromicina
0
20
40
60
80
100
Kanamicina
0
20
40
60
80
100
Ácido Nalidíxico
0
20
40
60
80
100
Rifampicina
0
20
40
60
80
100
Estreptomicina
0
20
40
60
80
100
Tetraciclina
0
20
40
60
80
100
Trimetoprima
0
20
40
60
80
100
Vancomicina
%
 d
e
 a
is
la
d
o
s
 r
e
s
is
te
n
te
s
 
Género 
Resultados 
- 76 - 
 
Mesonia y muy de cerca Pseudoalteromonas, para Tm la mayor parte de los 
géneros mostraron porcentajes de resistentes elevados, superiores al 
55,0%, finalmente para Vm los géneros Pseudoalteromonas y 
Pseudomonas. Por el contrario, sin tener en cuenta aquellos en los que 
todos los aislados fueron sensibles, los géneros con menor porcentaje de 
resistentes y por tanto con un mayor porcentaje de aislados susceptibles a 
los antibióticos fueron: para Cc Bacillus, para Cz Sphingopyxis, para Em 
Pseudoalteromonas, para Km y Nx Pseudomonas, para Rp Lutibacterium, 
para Sm Pseudomonas, para Tc Methylobacterium, para Tm Ponticaulis y 
para Vm Erythrobacter seguido muy de cerca por Paenibacillus. 
Comparando los porcentajes de resistentes en cada género para los 
distintos antibióticos (figura 13), y excluyendo los posibles resistencias 
intrínsecas, se observa que algunos de éstos parecen ser capaces de 
inhibir un bajo número de aislados de cada género, con porcentajes de 
aislados resistentes en general elevados, como es el caso de los 
antibióticos Cz (86,2-36,4%, N=11, ͞x=62,7±17,1), Nx (89,7-37,5%, 
N=9, ͞x=61,0±16,3), Sm (88,9-25,0%, N=7, ͞x=67,7±22,2) y Tm (83,3-57,1%, 
N=10, ͞x=69,6±10,1), y para los cuales, además, se observan posibles 
resistencias intrínsecas en algunos de los géneros. 
Como se puede observar en la figura 13, aquellos antibióticos que 
fueron capaces de inhibir el crecimiento en porcentajes de aislados de cada 
género más elevados, considerando todos en su conjunto, y que por tanto 
fueron los que mostraron menores porcentajes de aislados resistentes 
fueron Cc (80,0-0,0%, N=14, ͞x=28,4±24,6) y Rp (83,3-0,0%, 
N=14, ͞x=28,4±22,1) sin que, además, ningún género se mostrara 
intrínsecamente resistente a ellos. Un tercer grupo de antibióticos estaría 
formado por Em, Km, Tc y Vm, que se comportan frente a los distintos 
géneros con efectos que van generalmente desde porcentajes de 
resistentes muy altos (incluso resistencia intrínseca) hasta porcentajes de 
resistentes por género muy bajos o cero. Los más bajos fueron a Em para 
Lutibacterium (0%) y Mesonia (0%), a Km para Methylobacterium (0%), a Tc 
para Methylobacterium (5,9%) y a Vm para Bacillus (0%) y Sphingophyxis 
(0%). Por el contrario los más elevados fueron a Em para Methylobacterium 
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(100%, intrínseca), Ochrobactrum (100%, intrínseca) y Brevundimonas, 
(75%), a Km para Mesonia (90%, intrínseca) y muy de cerca Ochrobactrum 
(88,9%), a Tc para Erythrobacter (90,2, intrínseca%), Lutibacterium (90.9%, 
intrínseca), Ponticaulis (92,9%, intrínseca) y Mesonia (80%), y finalmente a 
Vm para Methylobacterium (94,1%, intrínseca), Ochrobactrum (100%, 
intrínseca) y Pseudoalteromonas (77,3%). 
Teniendo esto en cuenta, y excluyendo los aislados de los géneros 
intrínsecamente resistentes, podemos decir que el porcentaje de aislados 
resistentes a cada antibiótico que se han encontrado con respecto al total 
de aislados no intrínsecamente resistentes, determinaría una abundancia de 
resistentes a cada antibiótico que seguiría el siguiente orden: Tm (69,6%) > 
Sm (67,7%) > Cz (62,7%) > Nx (61,0%) >Tc (48,3%) > Km (39,2%) > Cc = 
Rp (28,4%) > Em (25,8%) > Vm (24,8%). 
4.1.4.6. Análisis de la asociación de las resistencias a dos 
antibióticos 
Se ha estudiado la probabilidad de que exista alguna asociación 
entre la resistencia a 2 antibióticos simultáneamente en cada aislado 
mediante el cálculo del coeficiente Kappa (K) (Altman 1991). Un primer 
análisis se ha realizado teniendo en cuenta todas las bacterias aisladas de 
la ría de Huelva. Como se observa en la primera columna de la tabla 16, la 
más alta concordancia encontrada fue para la pareja Cc/Vm (K=0,47; 
p<0,001; N=579), seguida de la Cc/Em (K=0,45 ; p<0,001; N=579) y 
finalmente para las combinaciones Em/Vm y Nx/Sm (K=0,42; p<0,001; 
N=579), aunque en todos estos casos la concordancia calculada se debe 
considerar como moderada. El resto de las concordancias resultaron 
concordancias débiles o nulas. 
También se determinaron los coeficientes Kappa considerando los 
distintos aislados de cada género individual (tabla 16), analizando solo los 
14 géneros con mayor número de aislados al igual que se hizo en el 
apartado anterior. Se excluyeron del análisis para cada género aquellas 
parejas de antibióticos que contuvieran alguno al que es  e género se ha 
considerado intrínsecamente resistente según los resultados indicados en el 
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apartado anterior. Como se puede observar en general, considerando todas 
las parejas y todos los géneros analizados, no predominó ninguna pareja de 
antibióticos en particular con concordancias muy buenas o buenas. En 8 
géneros se encontraron concordancias moderadas (una de ellas negativa, 
indicando la probabilidad estadísticamente significativa de que las 
resistencias de ambos antibióticos no aparezcan juntas), en 10 las 
concordancias fueron buenas y 5 lo fueron muy buenas. En el género 
Methylobacterium no se encontró ninguna concordancia de rango superior a 
débil o nula. En 2 de los géneros aparecieron un número considerable de 
concordancias; en el caso del género Paenibacillus se encontraron 6 
concordancias muy buenas: Cz/Tm (K=1,00; p=0,001; N=11), Em/Km 
(K=1,00; p=0,001; N=11), Cc/Em (K=0,81; p=0,006; N=11), Cc/Km (K=0,81; 
p=0,006; N=11), Em/Nx (K=0,81; p=0,006; N=11) y Km/Nx (K=0,81; 
p=0,006; N=11); 8 buenas: Cz/Sm  (K=0,79; p=0,007; N=11), Sm/Tm 
(K=0,79; p=0,007; N=11), Cz/Nx (K=0,65; p=0,022; N=11), Em/Tc (K=0,65; 
p=0,022; N=11), Km/Tc (K=0,65; p=0,022; N=11), Nx/Tm (K=0,65; p=0,022; 
N=11), Rp/Vm (K=0,62; p=0,026; N=11) y Cc/Nx (K=0,63; p=0,036; N=11), y 
2 moderadas: Em/Rp (K=0,56; p=0,039; N=11);  y Km/Rp (K=0,56; p=0,039; 
N=11); en el caso del género Pseudoalteromonas se detectó solo una 
concordancia muy buena, para la pareja Tm/Vm (K=0,86; p<0,001; N=22); 4 
buenas: Cz/Km (K=0,70; p=0,001; N=22), Sm/Tm (K=0,69; p=0,001; N=22) y 
Cz/Sm y Cz/Tm (K=0,65; p=0,001; N=22); y 13 moderadas: Sm/Tc, Sm/Vm 
y Tc/Tm (K=0,58; p=0,006; N=22), Km/Sm y Km/Tm (K=0,56; p=0,003; 
N=22), Cz/Vm (K=0,55; p=0,009; N=22), Cc/Rp (K=0,49; p=0,019; N=22), 
Tc/Vm (K=0,48; p=0,024; N=22), Km/Nx (K=0,47; p=0,019; N=22), Km/Tc y 
Km/Vm (K=0,47; p=0,021; N=22), Em/Rp (K=0,46; p=0,010; N=22) y Cc/Nx 
(K=0,42; p=0,015; N=22). Considerando solo las concordancias muy 
buenas, con alta probabilidad habría una asociación entre la resistencia a 
los antibióticos: Nx/Tc (K=0,81; p<0,001; N=26) en Bacillus, Cc/Tc (K=1,00; 
p=0,002; N=10) en Mesonia, Cz/Tm (K=1,00; p=0,001; N=11), Em/Km 
(K=1,00; p=0,001; N=11), Cc/Em y Cc/Km (K=0,81; p=0,006; N=11), Em/Nx 
(K=0,81; p=0,006; N=11) y Km/Nx (K=0,81; p=0,006; N=11) en 
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Paenibacillus, Tm/Vm (K=0,86; p<0,001; N=22) en Pseudoalteromonas y 
Cc/Em y Rp/Tc (K=0,82; p=0,006; N=11) en Pseudomonas. 
Tabla 16. Matriz de concordancia entre la resistencia simultánea a dos antibióticos. 
Antibióticos: Cc-Cloranfenicol, Cz-Ceftazidima, Em-Eritromicina, Km-Kanamicina, Nx-Ácido 
nalidíxico, Rp-Rifampicina, Sm-Estreptomicina, Tc-Tetraciclina, Tm-Trimetoprima y Vm-
Vancomicina. 
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4.2. Caracterización de las muestras de la Chorrera de 
Despeñalagua 
4.2.1. Parámetros fisicoquímicos 
Se analizaron muestras de dos zonas en el entorno de la Chorrera 
de Despeñalagua en la provincia de Guadalajara (G1 y G2). Solo se 
estudiaron muestras líquidas ya que prácticamente no existía sedimento en 
ninguna de las dos zonas de muestreo. Los parámetros fisicoquímicos 
mostraron algunas ligeras diferencias en el pH (G1: 6,10 y G2: 6,50), y en la 
temperatura (G1: 13ºC y G2: 16ºC) de ambas muestras. Las salinidades 
fueron parecidas en los dos puntos de muestreo (G1: 4 ‰ y G2: 5 ‰). 
El análisis elemental semicuantitativo de las muestras por ICP-MS (tabla 17) 
muestra que los elementos mayoritarios en ambas muestras son B, Ba, Ca, 
K, Mg, Na y Sr. Se ha detectado también la presencia de Fe en la muestra 
G1 mientras que en la G2 está casi ausente. Por lo general, existe una 
cierta mayor concentración de los elementos alcalinos y alcalinotérreos 
como Ba, Ca, K, Mg y Na en la muestra G2. Las concentraciones del resto 
de los elementos no varían significativamente entre las dos zonas de 
muestreo. 
4.2.2. Abundancia de bacterias totales y cultivables 
Para determinar la abundancia de bacterias presentes en las 
muestras, se realizaron recuentos de células al microscopio tras su tinción 
con DAPI, observándose valores de 1,5x106 cél/mL en la muestra G1 y de 
2,8x106 cél/mL en la G2. 
Las abundancias de bacterias cultivables, relativas al total de 
bacterias presentes, determinadas en el apartado anterior, fue de un 0,02% 
y un 0,01% para la muestra G1 y de un 0,03% y un 0,02% para  la muestra 
G2, sobre medios sólidos nutritivo y marino respectivamente. Se detectó por 
lo tanto, una mayor abundancia relativa de bacterias cultivables en medio 
nutritivo que en medio marino en ambas muestras, siendo para ambos 
medios más abundantes las bacterias en la muestra G2 que en la G1. 
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Tabla 17. Análisis elemental semicuantitativo de las muestras G1 y G2. 
 
G1 (µg/L) G2 (µg/L) 
Au 0,564 0.295 
B 39,868 17,646 
Ba 2,049 4,028 
Be 0,425 0,000 
Bi 0,033 0.025 
Ca 640,869 749,122 
Co 0,108 0,000 
Cr 0,000 0,279 
Cu 0,197 0,132 
Fe 2,544 0,311 
K 40,162 126,632 
Li 1,876 1,162 
Lu 0,022 0.007 
Mg 300,939 328,122 
Mn 0,705 0,254 
Na 498,509 523,984 
Ni 1,302 1,142 
Pb 0,687 0.690 
Rb 0,041 0,042 
Sr 3,554 2,891 
Te 0,279 0,000 
Th 0,743 0,162 
U 0,646 0,000 
V 0,068 0,000 
W 0,395 0.104 
Y 0,016 0.012 
 
4.2.3. Abundancia de bacterias resistentes a los antibióticos 
La abundancia de bacterias resistentes a los diferentes antibióticos 
se expresó en porcentajes de resistentes sobre el total de cultivables (figura 
14). Como se puede observar existen porcentajes elevados de bacterias 
resistentes a Tm o a Vm en ambas muestras y en los dos medios de cultivo 
empleados. El porcentaje de resistentes a Tc sobre el medio marino es muy 
elevado con respecto al observado sobre medio nutritivo. En cambio, ocurre 
al revés al considerar las resistentes a Em, que son más abundantes entre 
las cultivables en medio nutritivo. En la muestra G1 y sobre el medio 
marino, se detectaron niveles bajos de resistentes a antibióticos excepto 
para Tc, Tm y Vm. 
 
Resultados 
- 82 - 
 
4.2.4. Aislamiento y caracterización de bacterias resistentes a 
ampicilina 
Al igual que para el caso del estudio de la ría de Huelva, se aislaron 
y caracterizaron las bacterias resistentes a ampicilina. 
4.2.4.1. Aislamiento de las bacterias 
El aislamiento de las bacterias se realizó mediante pases sucesivos 
sobre medio de cultivo sólido con ampicilina. Se aislaron un total de 505 
bacterias distribuidas por muestras y medios de cultivo de la siguiente 
forma: el 62,7% procedían de la zona de muestreo G2 y el 37,3% restante 
de la G1. Considerando ambas muestras, el mayor número de bacterias se 
aisló sobre medio nutritivo, 56,6%. Considerando independientemente el 
total de aislados de cada zona de muestreo, sobre medio marino se aisló un 
mayor porcentaje de bacterias de la muestra G2, 54,3%, que de la muestra 
G1, 25,0%. 
Figura 14. Abundancia relativa de bacterias cultivables resistentes a antibióticos. 
Muestras de zonas G1 y G2, sobre medios de cultivo M: medio marino o N: medio 
nutritivo. 
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4.2.4.2. Distribución de los aislados según sus índices MAR y perfiles 
de multirresistencia 
Estos perfiles se determinaron mediante la observación del 
crecimiento de los aislados en medios suplementados con los antibióticos 
correspondientes. 
Solo un 0,4% de los aislados fue resistente a un solo antibiótico 
además de a Ap, mientras que a todos los antibióticos probados fueron 
resistentes un 2,2% del total de los aislados. La representación del 
porcentaje de aislados según sus MAR (figura 15), considerando todos los 
aislados obtenidos en la Chorrera de Despeñalagua, muestra una 
distribución asimétrica ligeramente negativa (g = -0,4) de los valores, lo que 
significa que la distribución de los MAR está desplazada hacia valores por 
debajo de la mediana, que fue 0,636 (media 0,617). 
 
 
 
 
 
 
Al igual que para los aislados de la ría de Huelva, se han calculado 
los parámetros estadísticos mediana, media aritmética y moda de los 
MARs, así como el porcentaje de aislados con valor de MAR superior a 0,5, 
es decir de aquellos que son resistentes a más del 50% (al menos a 6 de 
los 11) de los antibióticos usados (tabla 18). Los cálculos se han realizado 
considerando el total de aislados de la Chorrera de Despeñalagua (GT) y 
distintos subgrupos de aislados según la zona de muestreo de la que 
proceden (G1 y G2), los medios de aislamiento (GM y GN), y según ambos 
(G1-M, G1-N, G2-M y G2-N). 
Figura 15. Porcentajes de aislados según sus índices MAR. 
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El valor de MAR más frecuentemente encontrado para un aislado 
(moda) supera el valor de 0,5 tanto si consideramos los aislados en su 
totalidad como en sus subgrupos siendo los más elevados correspondientes 
a los aislados considerados conjuntamente y obtenidos sobre medio marino 
(GM) y para el subgrupo G2-M. El valor de la moda para los aislados 
procedentes de la zona G1 en su conjunto fue superior al determinado para 
la zona G2. Se observaron valores de moda mayores para los subgrupos de  
los aislados obtenidos sobre el medio marino comparados con los del medio 
nutritivo (GM>GN, G1-M>G1N y G2-M>G2-N). Comparando las zonas de 
muestreo y sus subgrupos en ambos medios se observa que la moda es 
mayor para la zona G1 que para la G2, pero para G2-M>G1-M y para G1-
N>G2-N. 
Como se observa en la tabla 18, si se consideran los aislados según 
los medios de cultivo de donde proceden, se observan valores de mediana 
mayores para los procedentes de medio marino que para los obtenidos 
sobre nutritivo (GM>GN, G1-M>G1-N y G2-M>G2-N). Comparando los 
valores de la mediana para las dos zonas de muestreo y teniendo en cuenta 
los medios de aislamiento, se aprecian diferencias reseñables entre los de 
las zonas G1 y G2 (G1>G2), iguales valores de mediana para los aislados 
en medio marino de una u otra zona (G1-M=G2-M), pero un valor mayor 
para G1-N que para G2-N. 
Tabla 18. Valores estadísticos de la distribución de los índices MAR de los aislados según 
su procedencia. Zonas de muestreo G1 y G2, GT grupo de todos los aislados de la 
Chorrera de Despeñalagua, M: medio marino, N: medio nutritivo. 
 Mediana Media Moda % MAR>0,5 N 
GT 0.636 0.617 0.545 81.6 505 
GM 0.727 0.726 0.818 94.1 219 
GN 0.545 0.534 0.545 72.0 286 
G1 0.636 0.607 0.636 82.4 188 
G2 0.545 0.623 0.545 81.1 317 
G1-M 0.727 0.720 0.727 97.9 47 
G2-M 0.727 0.728 0.818 93.0 172 
G1-N 0.636 0.570 0.636 77.3 141 
G2-N 0.545 0.500 0.545 66.9 145 
 
La comparación entre los valores de la media muestra el valor más 
bajo para G2-N y el más alto para GM y G2-M, observándose una diferencia 
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notable entre GM y GN (GM>GN) y una ligera entre el conjunto de aislados 
de G2 con respecto a los de G1 (G1<G2). Dentro de cada zona de 
muestreo, los valores de la media fueron mayores para subgrupos sobre 
medio marino que para aquellos sobre nutritivo (G1-M>G1-N y G2-M>G2-N) 
y entre los del mismo medio según la zona de muestreo fueron G1-N>G2-N 
con una diferencia muy pequeña entre G1-M y G2-M. A excepción del 
subgrupo de aislados de la zona G2 en su conjunto (mediana<media), todos 
los grupos analizados mostraron valores de mediana superiores o muy 
próximos a los valores de la media, indicando distribuciones con asimetría 
negativa o próximas a la normalidad. 
Finalmente se encontraron un total de 92 perfiles diferentes de 
resistencia según las combinaciones de antibióticos a los que fueron 
resistentes. Los aislados de la muestra G1 se distribuyeron en 54 perfiles de 
resistencia, 42 entre los aislados sobre medio nutritivo y 13 entre los de 
medio marino. En los aislados procedentes de la muestra G2 se 
encontraron 62 perfiles, 26 entre los aislados en medio nutritivo y 37 entre 
los obtenidos en medio marino. 
4.2.4.3. Análisis estadístico de la distribución de los aislados 
resistentes a cada antibiótico según las zonas de muestreo y los 
medios de cultivo 
Se emplearon las mismas metodologías que en el caso de la ría de 
Huelva y se compararon los porcentajes de aislados resistentes a los 
distintos antibióticos en relación a la zona de muestreo de procedencia 
(tabla 19). Se observó que entre los aislados procedentes de las muestra 
G1 el porcentaje de resistentes a Em, Sm o Vm era superior al de los de la 
muestra G2 (p<0,05). En cambio, ocurrió lo contrario para los resistentes a 
Nx, Tc o Tm (p<0,001). No se encontraron diferencias significativas (p>0,05) 
en el porcentaje de los resistentes a Cc, Cz, Km o Rp según la zona de 
muestreo. 
En cuanto al medio de cultivo empleado en el aislamiento, se 
observó (tabla 20) que las bacterias aisladas sobre medio nutritivo 
presentaban un mayor porcentaje de resistentes a Cc, Cz, Em o Sm que 
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aquellas que crecieron sobre medio marino. Por el contrario, entre los 
aislados sobre medio marino era mayor el porcentaje de resistentes a Km, 
Nx, Tc o Tm que entre los procedentes de medio nutritivo. Ambas 
diferencias son estadísticamente significativas (p<0,05). No se encontraron 
diferencias significativas entre los dos medios de cultivos en el porcentaje 
de aislados resistentes a Rp o Vm. 
Tabla 19. Porcentajes de aislados resistentes a los  distintos antibióticos según las 
muestras. (*) Diferencias significativas. 
 G1 (%) G2 (%) ᵪ2 Pearson p 
Cloranfenicol 58,0 56,2 0,161 0,689 
Ceftazidima 50,0 53,0 0,425 0,515 
Eritromicina 74,5 63,4 6,584 0,010* 
Kanamicina 38,3 45,7 2,668 0,102 
Ácido Nalidíxico 37,2 55,5 15,795 < 0,001* 
Rifampicina 77,1 72,6 1,291 0,256 
Estreptomicina 20,7 10,4 10,310 0,001* 
Tetraciclina 28,2 54,6 33,223 < 0,001* 
Trimetoprima 88,8 97,2 14,659 < 0,001* 
Vancomicina 95,2 77,3 28,159 < 0,001* 
 
Tabla 20. Porcentajes de aislados resistentes a los antibióticos según los medios de 
cultivo. (*) Diferencias significativas. 
 
 
 
 
 
 
 
4.2.4.4. Asignación filogenética de aislados seleccionados 
Siguiendo el mismo protocolo de selección de los aislados para su 
asignación filogenética realizado con el grupo de muestras procedentes de 
la ría de Huelva, se eligieron 237 aislados para la secuenciación y análisis 
de sus genes de ARNr 16S. En el caso de los aislados del género 
Pseudomonas adicionalmente se analizaron las secuencias del gen rpoD, 
que codifica para el factor σ70 de la ARN polimerasa. 
 
 Medio de cultivo 
Nutritivo (%)      Marino (%) 
ᵪ2 de 
Pearson 
p 
Cloranfenicol 62,2 49,8 7,856 0,005* 
Ceftazidima 56,3 46,1 5,144 0,023* 
Eritromicina 75,5 57,1 19,246 < 0,001* 
Kanamicina 11,5 84,0 265,879 < 0,001* 
Ácido Nalidíxico 9,8 99,5 399,914 < 0,001* 
Rifampicina 74,5 74,0 0,016 0,898 
Estreptomicina 17,5 10,0 5,611 0,018* 
Tetraciclina 3,8 98,2 446,338 < 0,001* 
Trimetoprima 90,2 99,1 17,491 < 0,001* 
Vancomicina 86,4 80,8 2,828 0,093 
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4.2.4.4.1. A niveles de clase y género 
Los análisis de las secuencias obtenidas que se han realizado 
indican que los aislados de las muestras de la Chorrera de Despeñalagua 
se pueden englobar en 6 clases filogenéticas distribuyéndose según los 
porcentajes indicados: Gammaproteobacteria (77,6%), Bacilli (10,1%), 
Alphaproteobacteria (5,5%), Actinobacteria (3,0%), Betaproteobacteria 
(3,0%) y Sphingobacteriia (0,8%). Estas clases se reparten entre las zonas 
de muestreo y los medios de aislamiento como se puede ver en la figura 16. 
Las gammaproteobacterias se presentaron en porcentajes similares 
de los aislados de cada zona de muestreo, aunque ligeramente mayores en 
el G2. Considerando los medios de aislamiento, las de G1 estaban 
representadas en porcentajes similares entre los aislados de ambos 
Figura 16. Distribución por clases de las bacterias identificadas. A: según zonas de 
muestreo y B: según zona de muestreo y medio de aislamiento. Zonas de muestreo 
G1 y G2, M: medio marino y N: medio nutritivo. 
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medios, pero no así entre los de G2, entre los que el mayor porcentaje 
sobre el total de aislados en cada medio se observó sobre medio nutritivo. 
Por otro lado, los miembros del género Bacillus, que fue el único encontrado 
de la clase Bacilli, provenían en su mayoría de la muestra G2, 
distribuyéndose por igual entre los aislados obtenidos sobre los medios 
marino y nutritivo. Los aislados de las clases Alphaproteobacteria y 
Betaproteobacteria, se encuentran representados mayoritariamente entre 
los de la muestra G1 y se aislaron, los primeros en mayor porcentaje entre 
los obtenidos sobre medio nutritivo, y los segundos entre los obtenidos en 
ambos medios con porcentajes similares, si bien algo mayor entre los de 
medio marino. No se aislaron miembros de la clase Betaproteobacteria a 
partir de la muestra G2. Las actinobacterias se aislaron principalmente 
sobre medio marino, siendo porcentualmente más abundantes entre los 
aislados de la muestra G1. Miembros de la clase Sphingobacteriia sólo 
aparecieron entre los aislados en medio nutritivo y estaban distribuidos 
porcentualmente de forma parecida entre los aislados procedentes de una u 
otra zona de muestreo. 
Los aislados identificados se agrupan en 20 géneros diferentes, de 
los cuales la mayor diversidad se encuentra en la clase 
Gammaproteobacteria con un total de 8 (tabla 21). Por el contrario, las 
clases Bacilli y Sphingobacteriia solo están representadas por un género 
cada una. El 40,0% de los géneros detectados solo se encontraron en la 
muestra G1, el 20,0% son exclusivos de la G2 y el 40,0% restante son 
comunes a las dos zonas de muestreo. 
Todos los aislados analizados se han identificado a nivel de género, 
representando Pseudomonas, Serratia y Herbaspirillum porcentajes de 
43,8%, 12,5% y 6,3% del total de aislados respectivamente. El porcentaje 
de cada una de los géneros restantes es de 3,1% al haberse encontrado en 
solo una ocasión cada uno de ellos. 
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Tabla 21. Distribución de los aislados según los géneros detectados en cada clase. Las 
celdas de color verde indican la presencia del género indicado en las zonas de muestreo, 
G1 y G2, y según el medio de aislamiento empleado, M: medio marino y N: medio nutritivo.  
Clase Género (% en la clase) G1-M G2-M G1-N G2-N 
Actinobacteria 
Knoellia (42,9%)         
Microbacterium (28,6%)   
   
Plantibacter (14,29%)         
Rhodococcus (14,3%) 
   
  
Alphaproteobacteria 
Phyllobacterium (69,2%)         
Rhizobium (30,8%) 
  
  
 
Bacilli Bacillus (100,0%)         
Betaproteobacteria 
Chromobacterium (14,3%)   
   
Curvibacter (14,3%)         
Herbaspirillum (57,1%)   
 
  
 
Neisseria (14,3%)         
Gammaproteobacteria 
Aeromonas (8,7%)         
Budvicia (1,1%)         
Enterobacter (0,5%) 
   
  
Klebsiella (0,5%)         
Pseudomonas (65,8%)         
Rahnella (4,4%)         
Serratia (16,9%)         
Stenotrophomonas (2,2%)         
Sphingobacteria Sphingobacterium (100,0%) 
  
    
 
4.2.4.4.2. A nivel de especie 
Al analizar las secuencias de ARNr 16S obtenidas para los distintos 
aislados nos encontramos una situación similar a la observada para los 
aislados de la ría de Huelva en cuanto a la similitud de las secuencias de 
los aislados y las de la base de datos, adoptándose por ello el mismo 
criterio para la caracterización a nivel de especie de los aislados 
procedentes de la Chorrera de Despeñalagua. Los resultados de este 
análisis se recogen en la tabla 22, en la que se muestra la proximidad 
filogenética de 140 aislados a 35 especies concretas y de 6 aislados a 3 
parejas de dos especies posibles, resultando infructuosa la determinación 
de una especie única filogenéticamente próxima para el resto de los 
aislados. En la tabla también se indica el número de variantes de secuencia 
(genomovares) encontradas en los aislados estudiados. 
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Tabla 22. Especies filogenéticamente más próximas a los aislados en base a la secuencia 
de sus  ARNr 16S y su distribución según muestras y medios de aislamiento. No ais.: 
número de aislados; No gv.: número de secuencias diferentes encontradas. 
Especie 
Máx. 
% 
ident. 
Nº acceso 
secuencias 
máxima 
identidad 
Nº 
ais. 
Nº 
gv. 
Nºaislados 
(nºgenomovares) 
G1-M G2-M G1-N G2-N 
Aeromonas hydrophila 100 KT215607, KP822822 2 1   1(1) 1(1) 
Aeromonas popofii 99-100 
JQ795758, JF915309, 
JX860592 
7 3   6(3) 1(1) 
Aeromonas salmonicida 99-100 KM117163, KT215606 5 2 1(1) 1(1) 3(2)  
Aeromonas sp. 100  2 1   1(1) 1(1) 
Budvicia aquatica 99 NR_025332 2 1   2(1)  
Bacillus simplex 100 KM817232, KJ721216 4 1  4(1)   
Bacillus sp. 100  20 3  10(3) 1(1) 9(3) 
Chromobacterium haemolyticum 100 KJ845679 1 1 1(1)    
Curvibacter delicatus 98 NR_113696 1 1   1(1)  
Enterobacter sp. 100  1 1    1(1) 
Herbaspirillum lusitanum 99 KM187634, KJ186942 3 3   3(3)  
Herbaspirillum rhizosphaerae 99 NR_043621 1 1 1(1)    
Klebsiella oxytoca 99 KC456572 1 1    1(1) 
Knoellia sinensis 99 AY167851 1 1  1(1)   
Knoellia locipacati 100 NR_109064 2 1  2(1)   
Microbacterium sp. 100  2 1 2(1)    
Neisseria sp. 100 KC337259 1 1   1(1)  
Phyllobacterium myrsinacearum 100 EU420077 9 1  1(1) 8(1)  
Plantibacter flavus/cousiniae 99 KR055024/ JX133202 1 1 1(1)    
Pseudomonas aeruginosa 99 FJ620575 4 1    4(1) 
Pseudomonas baetica 99 KC790260 1 1   1(1)  
Pseudomonas baetica/koreensis 99 KF580860/ JQ782511 1 1   1(1)  
Pseudomonas brassicacearum 99-100 KR054984, LC015570 3 2  2(1) 1(1)  
Pseudomonas brenneri 99 KF040473, JX417433 3 2  2(1)  1(1) 
Pseudomonas corrugata 99-100 KM658326 6 3  6(3)   
Pseudomonas fluorescens 99-100 
AB680969, KT215474, 
KT215474, KT215487, 
KM411503, GU198123 
8 5  4(3) 3(3) 1(1) 
Pseudomonas fluorescens/ 
gessardii 
100 KJ919971/ KJ726601 1 1    1(1) 
Pseudomonas fluorescens/veronii 100 DQ178231/ AY081814 1 1  1(1)   
Pseudomonas fragi 99-100 
AB680221, AB685627, 
AB685617, JX262396, 
KJ909019 
6 4   5(3) 1(1) 
Pseudomonas 
frederiksbergensis/ficuserectae 
100 KF424300/ KF424299 1 1   1(1)  
Pseudomonas koreensis 100 KJ608427 1 1  1(1)   
Pseudomonas orientalis 100 HQ825051 1 1   1(1)  
Pseudomonas protegens 99 JX082197 4 1  2(1) 2(1)  
Pseudomonas putida 100 AY918068 1 1  1(1)   
Pseudomonas reinekei 99-100 KC790314, KJ589479 10 3 1(1) 7(2)  2(1) 
Pseudomonas saponiphila 100 JN033556 1 1    1(1) 
Pseudomonas sp. 99-100  58 19 3(3) 14(7) 14(10) 27(7) 
Pseudomonas tolaasii 99 AF320989, EU169178 9 2 2(1) 6(2) 1(1)  
Pseudomonas veronii 99-100 KJ726603, HQ824919 6 1   4(1) 2(1) 
Rahnella aquatilis 99-100 
KF317871, JX867757, 
LK391526, KJ563269, 
KJ939705 
5 5 3(3) 1(1) 1(1)  
Rahnella sp. 99-100  3 3 2(2)   1(1) 
Rhizobium leucaenae/tropici 100 JF318176, HM852122 4 1   4(1)  
Rhodococcus sp. 100  1 1    1(1) 
Serratia fonticola 99-100 
JN596121, CP011254, 
AY236502, 
NR_116808 
25 10 3(3) 6(2) 9(6) 7(3) 
Serratia marcescens 100 
KR262852, KJ721215, 
KJ672309 
3 2  2(2)  1(1) 
Serratia plymuthica 100 KR054980 1 1   1(1)  
Serratia sp. 99-100  2 2 1(1) 1(1)   
Sphingobacterium 
kitahiroshimense 
100 NR_041636 2 1   1(1) 1(1) 
Stenotrophomonas maltophilia 100 KR083021, KF818624 2 2  1(1)  1(1) 
Stenotrophomonas rhizophila 100 KR055001 2 1   2(1)  
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Los aislados del género Pseudomonas para los que no se pudo 
diferenciar a nivel de especie utilizando las secuencias obtenidas del ARNr 
16S, se analizaron utilizando el gen rpoD. Para ello, este gen fue 
amplificado y secuenciado para los distintos aislados y las secuencias 
obtenidas comparadas con las existentes en GenBank para especies 
determinadas. Como se puede observar (tabla 23) los resultados obtenidos 
han permitido indicar las especies concretas más próximas a 23 de los 
aislados del género Pseudomonas no asignados previamente, y que se 
distribuyeron entre 4 especies. El porcentaje máximo de identidad fue en 
algunos casos relativamente bajo, indicando que no existen en la base de 
datos secuencias de mayor similitud, bien porque las de los aislados en esa 
situación correspondan a especies no descritas o más probablemente a que 
no se ha descrito la secuencia del gen analizado para las especies a las 
que pertenecerían los aislados. Dos de los aislados adscritos a dos posibles 
especies distintas según el análisis de la secuencia de sus ARNr 16S, 
fueron asignados ahora a una sola especie cada uno. 
Tabla 23. Especies filogenéticamente más próximas a los aislados en base a la secuencia 
del gen rpoD y su distribución según muestras y medios de aislamiento. No ais.: número de 
aislados; No gv.: número de genomovares encontrados. 
Especie 
Máx. 
% 
ident. 
Nº acceso 
secuencias 
máxima 
identidad 
Nº 
ais. 
Nº 
gv. 
Nºaislados 
(nºgenomovares) 
G1-N G1-M G2-N G2-M 
Pseudomonas fluorescens 94-97 
AB039535, CP000094, 
HE586448 
12 10 4(3)  6(5) 2(2) 
Pseudomonas frederiksbergensis 95 AM084335 1 1    1(1) 
Pseudomonas koreensis 95-99 FN554476 7 3 1(1)  6(2)  
Pseudomonas salomonii 95-99 FN554512 4 4 2(2) 1(1)  1(1) 
Pseudomonas trivialis 99 CP011507 1 1  1(1)   
 
4.2.4.4.2.1. Índices de biodiversidad a nivel de especie 
Para determinar si había alguna diferencia en los niveles de 
biodiversidad a nivel de especie de las bacterias aisladas e identificadas en 
cada muestra, se calcularon los correspondientes índices de biodiversidad 
de Margalef (DMg), Simpson (λ) y Shannon-Wiener (H’) (tabla 24). 
Considerando las muestras en su conjunto, los valores de los índices DMg, λ 
y H’ resultaron ser de 6,92, 0,94 (máx. 1) y 3,15 (máx. 5) respectivamente, 
indicando una considerable diversidad de bacterias resistentes a Ap en el 
sistema biológico de la Chorrera de Despeñalagua correspondiente a las 
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zonas de muestreo elegidas. Al comparar entre sí ambas zonas de 
muestreo, se observaron valores de estos índices solo ligeramente 
superiores para la muestra de la zona G1 que para la de la G2, indicando 
por tanto una biodiversidad similar para ambas zonas de muestreo, aunque 
algo mayor entre los aislados identificados de la zona G1. También se 
observaron índices de biodiversidad similares cuando se consideraron los 
aislados totales según el medio de cultivo, mostrándose valores ligeramente 
superiores para los aislados en medio nutritivo que para los del medio 
marino (GN>GM). Agrupando los aislados de cada zona de muestreo según 
el medio de cultivo se obtuvieron unos valores de los índices superiores 
para los aislados de G1 en medio nutritivo que en medio marino (G1-N>G1-
M), mostrando una mayor diversidad de los aislados sobre medio nutritivo. 
Para la muestra G2 se observaron diferencias algo menores en los índices 
según el medio, con valores ligeramente más elevados para los aislados en 
el medio marino (G2-M>G2-N). 
Tabla 24. Índices de biodiversidad a nivel de especie de los aislados según las zonas de 
muestreo y los medios de cultivo. DMg: índice de Margalef, λ: índice de Simpson y H’: 
índice de Shannon-Wiener, Zonas de muestreo: G1 y G2, G: muestra total, M: medio 
marino, N: medio nutritivo. 
 
DMg λ H' 
GT 6,92 0,94 3,15 
G1 5,81 0,93 2,92 
G2 5,19 0,92 2,80 
GM 4,57 0,92 2,7 
GN 6,20 0,92 2,9 
G1-M 2,73 0,84 1,95 
G1-N 5,11 0,92 2,77 
G2-M 4,02 0,91 2,60 
G2-N 3,79 0,87 2,30 
4.2.4.5. Prevalencia de los aislados resistentes a los antibióticos 
según los géneros a los que pertenecen 
Se analizó la prevalencia de los aislados de cada género que eran 
resistentes a cada antibiótico para determinar los géneros que 
probablemente podrían ser resistentes intrínsecos, siguiendo para ello el 
mismo criterio utilizado para los aislados procedentes de la ría de Huelva 
(véase apartado 4.1.4.5). Como se puede observar (figura 17), a excepción 
de los antibióticos Cc, Nx, Sm y Tc, la resistencia a cada uno de los 
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antibióticos estudiados, podría ser intrínseca en al menos uno de los 
géneros identificados. Se detectaron géneros resistentes posiblemente 
intrínsecos a 2 antibióticos como Bacillus a Cz y Tm, y Pseudomonas a Tm 
y Vm, o a 3 antibióticos como Phyllobacterium a Km, Tm y Vm, Rahnella a 
Rp, Tm y Vm y Serratia a Em, Rp y Vm. Para el género Aeromonas no se 
detectó ninguna posible resistencia intrínseca. En la mayoría de los casos, 
dentro de cada género se encontraron aislados sensibles a los antibióticos 
empleados y en un caso, en el género Aeromonas, todos lo fueron a Sm. 
 
 
 
 
 
 
 
Si comparamos los porcentaje de aislados de cada género que son 
resistentes a cada uno de los distintos antibióticos utilizados (figura 18), 
observamos que los que mostraron mayor abundancia relativa de 
resistentes según el antibiótico, y excluyendo los géneros que se han 
considerado resistentes intrínsecos a antibióticos concretos, fueron: para 
Cc, Cz, y Sm Phyllobacterium, para Em y Rp Pseudomonas, para Km, Nx y 
Tc Rahnella, para Tm Serratia y para Vm Aeromonas. Por el contrario los 
géneros con mayores porcentajes de aislados sensibles fueron según el 
antibiótico, para Cz, Km, Nx, Sm y Tc Aeromonas, y para Cc, Em, Rp, Sm y 
Figura 17. Abundancia relativa de los aislados resistentes a los antibióticos en los 
géneros indicados. Antibióticos: Cc-Cloranfenicol, Cz-Ceftazidima, Em-Eritromicina, Km-
Kanamicina, Nx-Ácido nalidíxico, Rp-Rifampicina, Sm-Estreptomicina, Tc-Tetraciclina, 
Tm Trimetoprima y Vm-Vancomicina. – indica  porcentajes  ≥ a 90,0. 
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Vm Bacillus. Para Tm todos los géneros analizados mostraron porcentajes 
de aislados resistentes superiores al 60,0%. 
Excluyendo los antibióticos a los que algún género se muestra 
intrínsecamente resistente, algunos antibióticos son también capaces de 
inhibir el crecimiento de un bajo número de aislados de cada uno de los 
géneros restantes, como es el caso de Tm con una media de 74,8±17,4% 
(87,1-62,5%, N=2). En el caso de Vm (75,0-4,2%, N=2, ͞x=39,6±50,1%), 
Figura 18. Abundancia relativa de los aislados resistentes a los antibióticos según el 
género. al que pertenecen. Géneros: Aero.: Aeromonas, Baci.: Bacillus, Phyl.: 
Phyllobacterium, Psdo.: Pseudomonas, Rahn.: Rahnella, Serr.: Serratia. - indica 
porcentajes ≥ a 90,0. 
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mientras que 4 de los 6 géneros analizados presentan un elevado 
porcentaje de resistentes a este antibiótico, los aislados del género Bacillus 
fueron mayoritariamente sensibles. Los aislados resistentes a Sm (77,8-
0,0%, N=6, ͞x=20,0±28,9%) aparecieron generalmente en bajo porcentaje 
con la excepción del género Phyllobacterium, en el que aparecieron de 
forma abundante, aunque no suficiente para ser considerada una 
resistencia intrínseca según los criterios que hemos considerado. No se 
detectaron géneros con resistencias intrínsecas a los antibióticos Cc (88,9-
16,7%, N=6, ͞x=49,9±33,8%), Nx (75,0-25,0%, N=6, ͞x=48,8±16,8%), Sm 
(77,8-0,0%, N=6, ͞x=20,0±28,9%) o Tc (62,5-18,8%, N=6, ͞x=43,0±15,4%). 
Teniendo esto en cuenta, y excluyendo los aislados de los géneros 
intrínsecamente resistentes, podemos decir que, de mayor a menor, los 
porcentajes de resistentes a cada antibiótico, con respecto al total de 
aislados no intrínsecamente resistentes, en el sistema biológico de la 
Chorrera de Despeñalagua determinaría una abundancia de resistentes que 
seguiría el siguiente orden: Tm>Cc>Cz>Nx>Em>Tc>Km>Vm>Rp>Sm.  
4.2.4.6. Análisis de la asociación de las resistencias a dos 
antibióticos 
De la misma forma que se hizo para los aislados de la ría de Huelva, 
se ha empleado el coeficiente Kappa (K) (Alman 1991) para analizar la 
probabilidad de fenómenos de co-resistencia a dos antibióticos 
simultáneamente. 
Según se desprende de estos valores (tabla 25), para todos los 
aislados en su conjunto, la concordancia más alta (muy buena) se encontró 
para la pareja Nx/Tc (K=0,87; p<0,001; N=505) seguido de las siguientes 
combinaciones con concordancia buena: Km/Tc (K=0,75; p<0,001; N=505), 
Km/Nx (K=0,70; p<0,001; N=505), Rp/Vm (K=0,68; p<0,001; N=505) y 
Em/Rp (K=0,62; p<0,001; N=505). Las parejas de antibióticos con una 
concordancia moderada fueron: Em/Vm (K=0,55; p<0,001; N=505), Cc/Em 
(K=0,48; p<0,001; N=505) y Cc/Rp (K=0,46; p<0,001; N=505). Los niveles 
de concordancia para el resto de las parejas fueron débiles o nulos. 
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Tabla 25. Matriz de concordancia entre la resistencia simultánea a dos antibióticos. Cc-
Cloranfenicol, Cz-Ceftazidima, Em-Eritromicina, Km-Kanamicina, Nx-Ácido nalidíxico, Rp-
Rifampicina, Sm-Estreptomicina, Tc-Tetraciclina, Tm-Trimetoprima y Vm-Vancomicina.  
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También se calculó el parámetro de concordancia Kappa para los 6 
géneros con mayor número de aislados siguiendo el mismo criterio utilizado 
para el estudio de la ría de Huelva, géneros con 8 o más aislados. Los 
resultados (tabla 25) muestran concordancias de nivel igual o superior a 
mediano para todos los géneros. El género con mayor número de 
concordancias fue Aeromonas con 2 muy buenas: Cc/Em y Km/Nx (K=0,82; 
p=0,001; N=16), 2 buenas: Tm/Vm (K=0,71; p=0,003; N=16) y Cc/Rp 
(K=0,67; p=0,004; N=16) y 4 moderadas: Km/Tc (K=0,60; p=0,018; N=16), 
Cz/Km (K=0,59; p=0,018; N=16), Em/Rp (K=0,54; p=0,029; N=16) y Rp/Tm 
(K=0,45; p=0,037; N=16). Todas las concordancias encontradas en el 
género Bacillus fueron de nivel muy bueno: Em/Rp, Em/Vm y Rp/Vm 
(K=1,00; p<0,001; N=24), Km/Nx y Km/Tc (K=0,92; p<0,001; N=24) y Nx/Tc 
0,81-1 0,61-0,80 0,41-0,60 0,00-0,40 0,41-0,60 0,61-0,80 0,81-1 
       Muy Buena Buena Moderada Débil o nula Moderada Buena Muy Buena 
Escala de interpretación 
Concordancias negativas Concordancias positivas 
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(K=0,83; p<0,001; N=24). Para Pseudomonas solo una concordancia fue 
muy buena Nx/Tc (K=0,85; p<0,001; N=121). El caso de Serratia las 
concordancias positivas fueron muy buenas para las parejas: Km/Nx 
(K=0,87; p<0,001; N=31), Km/Tc y Nx/Tc (K=0,81; p<0,001; N=31). El 
género con menor número de concordancias fue Rahnella con 2 de nivel 
bueno: Km/Nx y Nx/Tc (K=0,71; p=0,035; N=8). Dos géneros mostraron 
algunas concordancias negativas, de nivel bueno en el género 
Phyllobacterium para Cz/Sm (K=-0,61; p=0,047; N=9) y dos de nivel 
moderado en el género Serratia para Cz/Km y Cz/Nx (K=-0,44; p=0,002; 
N=31). Cabe destacar la existencia de una concordancia buena o muy 
buena entre las parejas Nx/Tc y Km/Nx en 5 de los 6 géneros analizados. 
4.3. Estudio de la resistencia a ertapenem de las bacterias 
aisladas 
Habiéndose obtenido y caracterizado en este trabajo bacterias 
resistentes a un betalactámico como la ampicilina que se comercializa 
desde hace ya tiempo y siendo esta familia de antibióticos una sobre la que 
un mayor incremento de la resistencia se ha observado en los últimos años, 
incluso a los miembros de esta familia más modernos, hemos estudiado la 
capacidad de estos aislados de resistir a una carbapenema, el ertapenem, 
con los resultados que a continuación se exponen. 
4.3.1. Aislados procedentes de la ría de Huelva 
4.3.1.1. Prevalencia de los aislados resistentes a distintas 
concentraciones del antibiótico 
Se determinó la resistencia a diferentes concentraciones de Ep de 
557 aislados de la ría de Huelva, siguiendo el protocolo establecido durante 
la caracterización de la multirresistencia a los antibióticos de uso común. 
Algunos de los aislados originalmente obtenidos no sobrevivieron al 
protocolo de conservación utilizado y no pudieron ser utilizados para este 
estudio. 
Los resultados obtenidos (figura 19) mostraron que, considerando 
todos los aislados conjuntamente, un 98,4% de los aislados fueron 
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resistentes a una concentración de 0,063 µg/mL mientras que un 69,8% lo 
fueron a la concentración más alta utilizada, 8 µg/mL. 
 
Figura 19. Porcentajes de aislados resistentes a distintas concentraciones de ertapenem. 
Según se desprende de los porcentajes de aislados resistentes a Ep 
procedentes de las distintas muestras (tabla 26) no se encontraron 
diferencias significativas (p>0,05) entre los aislados según su procedencia 
para las concentraciones 0,063 y 0,125 µg/mL cuando se analizaron todas 
las muestras conjuntamente. Tampoco se encontraron diferencias 
significativas (p>0,05) entre los valores de porcentajes de resistentes entre 
los aislados de las fases líquidas de ambas zonas de muestreo (H1L y 
H2L). Sin embargo, en los aislados procedentes de los sedimentos (H1S y 
H2S) se determinaron porcentajes de resistentes que, de una forma 
estadísticamente significativa (p<0,05), mostraban ser mayores para H2S, 
en casi todas las concentraciones probadas del antibiótico. Entre los 
aislados procedentes de la zona H1 no se encontraron diferencias 
estadísticamente significativas (p>0,05) entre los procedentes de una u otra 
fase (H1L y H1S) a las concentraciones de 0,063-1 µg/mL. Para 
concentraciones de 2 µg/mL o superiores el porcentaje de aislados 
resistentes a Ep procedentes de la fase líquida fue superior al observado 
para los procedentes del sedimento, con significación estadística (p<0,05). 
Los aislados procedentes de una u otra fase de la zona H2 (H2L y H2S) 
presentaron unos porcentajes de resistentes significativamente diferentes 
(p<0,01), siendo mayor para los obtenidos del sedimento, a las 
concentraciones de 4 y 8 µg/mL. 
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Tabla 26. Porcentajes de aislados resistentes a distintas concentraciones de ertapenem 
según las muestras de las que proceden. (*) Diferencias estadísticamente significativas. 
Concentración 
de Ep (µg/mL) 
% de los aislados ᵪ2 
de Pearson 
p 
H1L H2L H1S H2S 
0,063 98,9 98,9 95,9 99,0 4,661 0,198 
0,125 97,2 97,2 92,8 99,0 6,844 0,077 
0,25 92,6 96,1 88,7 97,1 8,567 0,036* 
0,5 89,8 93,3 84,5 96,2 10,018 0,018* 
1,0 85,2 90,6 72,2 93,3 23,408 <0,001* 
2,0 79,5 83,9 59,8 91,3 34,446 <0,001* 
4,0 75,6 77,2 55,7 91,3 35,106 <0,001* 
8,0 69,3 68,9 53,6 87,5 27,631 <0,001* 
En cuanto al medio de cultivo empleado para el aislamiento (figura 
20), se observó que en todas las concentraciones el porcentaje de bacterias 
resistentes a Ep entre las que habían sido aisladas sobre medio marino es 
superior que el de aquellas que crecieron sobre medio nutritivo, (p<0,01). 
 
 
 
 
 
4.3.1.2. Distribución de los aislados Epr según su procedencia, 
medios de aislamiento y géneros a los que pertenecen 
Se decidió considerar como bacterias resistentes a Ep aquellas que 
mostrasen crecimiento sobre concentraciones de 2 µg/mL. De esta forma y 
considerando los aislados disponibles (tabla 27), el porcentaje de 
resistentes según muestra y medio indica un mayor valor para los aislados 
de medio marino (HM) que para los que se habían aislado en medio 
nutritivo (HN). La procedencia de las muestras también afectaba al 
porcentaje de resistentes observado de forma que su valor fue mayor para 
0
20
40
60
80
100
0,0630,125 0,25 0,5 1 2 4 8
%
 d
e
 a
is
la
d
o
s
 r
e
s
is
te
n
te
s
Concentraciones de ertapenem (µg/mL)
N
M
Figura 20. Porcentaje de bacterias resistentes a diferentes concentraciones de 
ertapenem según el medio de cultivo. M: medio marino, N: medio nutritivo. 
Resultados 
- 100 - 
 
los procedentes de la zona H2 que para los de la zona H1. El porcentaje de 
resistentes entre los aislados de la fase líquida de la zona H1 (H1L) fue 
significativamente superior al encontrado entre los del sedimento de la 
misma zona (H1S), pero similar al de la misma fase de la zona H2 (H2L). 
Sin embargo éste fue inferior al observado para el sedimento de la misma 
zona (H2S). Entre los aislados procedentes de los sedimentos, se 
observaron porcentajes superiores entre los de la zona H2 (H2S) que entre 
los de la zona H1 (H1S). Analizando los porcentajes de aislados resistentes 
a esta concentración de Ep según las muestras de procedencia y medios de 
aislamiento, se observa que es mayor entre los obtenidos sobre medio 
marino que entre los de medio nutritivo, considerados globalmente 
(HM>HN), por muestra (H2>H1) o según la fase de cada zona de muestreo 
(H1L-M>H1L-N, H2L-M>H2L-N, H1S-M>H1S-N, H2S-M>H2S-N) y de forma 
estadísticamente significativa (p<0.001) excepto para H2S (p=0,117). 
Comparando grupos de aislados equivalentes en las dos zonas de 
muestreo resulta que los porcentajes de aislados resistentes son muy 
parecidos entre sí si se consideran los obtenidos sobre medio marino, 
difiriendo notablemente entre los de medio nutritivo, con porcentajes 
superiores en los grupos de la zona H2 que en los de la zona H1 (H2>H1, 
H2S>H1S), a excepción de las fases líquidas (H1L>H2L). 
Tabla 27. Porcentajes de aislados procedentes de la ría de Huelva resistentes a 2 µg/mL 
de ertapenem. (*) Diferencias estadísticamente significativas entre los porcentajes sobre 
nutritivo y marino 
  
% de ais. 
resistentes 
Medio de cultivo ᵪ2 de 
Pearson 
p 
Nutritivo (%)   Marino (%)  
HT 79,7 40,6 89,3 87,973 <0,001* 
HM 82,7 - 82,7 - - 
HN 40,8 40,8 - - - 
H1 59,0 29,2 89,7 69,84 <0,001* 
H2 69,4 58,5 88,9 17,466 <0,001* 
H1L 74,8 37,9 87,8 28,252 <0,001* 
H2L 76,1 25 86,8 27,782 <0,001* 
H1S 57,1 22 94,1 36,906 <0,001* 
H2S 87,7 80 93,8 2,463 0,117 
Como se puede observar (figura 21) tras representar el porcentaje 
de aislados resistentes por género (géneros con ocho o más aislados 
disponibles), más del 90% de los aislados de los géneros Erythrobacter, 
Mesonia, Methylobacterium y Sphingopyxis aparecen resistentes a este 
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antibiótico. Siete géneros, excluyendo los considerados intrínsecamente 
resistentes, mostraron un nivel de resistentes >50% con un porcentaje 
medio de aislados resistentes de 69,9±24,9%. Por el contrario, los géneros 
con menor número de resistentes fueron Pseudomonas< Ochrobactrum < 
Brevundimonas. 
Cuando se representaron los porcentajes de aislados resistentes de 
forma independiente según su muestra de origen o el medio de aislamiento, 
se observó (figura 22) que los mayores porcentajes de aislados resistentes 
observados en la figura 21 correspondían a aislados procedentes de medio 
marino, afectando considerablemente a los valores de porcentajes totales la 
alta proporción de los aislados en medio marino que se muestran 
resistentes al antibiótico. 
 
 
 
 
 
 
Figura 21. Porcentaje de aislados resistentes a ertapenem agrupados por géneros. 
Géneros: Alter.: Altererythrobacter, Baci.: Bacillus, Brev.: Brevundimonas, Eryt.: 
Erythrobacter, Luti.: Lutibacterium, Meso.: Mesonia, Meth.: Methylobacterium, Micr.: 
Microbacterium, Ochr.: Ochrobactrum, Paen.: Paenibacillus, Pont.: Ponticaulis, Psdal.: 
Pseudoalteromonas, Psdo.: Pseudomonas, Sphi.: Sphingopyxis.  – indica  porcentajes  ≥ 
a 90,0%. 
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4.3.1.3. CMI de ertapenem y su distribución según la procedencia, 
medio de aislamiento y género de los aislados 
En base a los datos de crecimiento de los aislados en medios 
sólidos conteniendo distintas concentraciones del antibiótico se 
determinaron las CMI de Ep para cada aislado. Si representamos el 
porcentaje de aislados con los distintos valores de CMI (figura 23), se puede 
observar que se han encontrado aislados cuya CMI corresponde 
prácticamente a cada una de las concentraciones utilizadas, aunque para 
algunos aislados no se pudo determinar esta magnitud ya que o no 
crecieron ya a la mínima concentración utilizada (1,6%) o por el contrario 
fueron capaces de crecer a la máxima (69,8%). 
 
Figura 22. Porcentajes de los aislados identificados resistentes a ertapenem agrupados 
según las zonas de muestreo y los medios de cultivo. Géneros: Alter.: Altererythrobacter, 
Baci.: Bacillus, Brev.: Brevundimonas, Eryt.: Erythrobacter, Luti.: Lutibacterium, Meso.: 
Mesonia, Meth.: Methylobacterium, Micr.: Microbacterium, Ochr.: Ochrobbactrum, Pont.: 
Ponticaulis, Psdal.: Pseudoalteromonas. -indica porcentajes ≥90%.      
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  Si analizamos la distribución de los valores de CMIs de los 
aislados según la muestra de la que procedían y el medio sobre el que se 
aislaron  (figura 24A y B) se observa que la mayoría de los aislados de 
medio marino (figura 24A), para cualquiera de las fases y muestras (H1L-M, 
H2L-M, H1S-M y H2S-M) poseen una CMI superior a la máxima 
concentración ensayada en este estudio. Entre el resto de los aislados de 
estos grupos, con la excepción del H1S-M, el valor de CMI más común fue 
8,0 µg/mL. Los valores de CMI correspondientes a los aislados obtenidos en 
medio nutritivo (figura 24B) estuvieron mejor distribuidos en la mayoría de 
los grupos considerados (H1L-N, H2L-N, y H1S-N), con la excepción de los 
del grupo de aislados H2S-N. El valor más común, sin tener en cuenta los 
que no pudieron ser determinados, fue 1,0 µg/mL en los aislados de la zona 
H2 en ambas fases (H2L-N y H2S-N), y 0,25 y 2,0 µg/mL para las fases 
líquida (H1L-N) y sedimento (H1S-N) de la zona H1, respectivamente. El 
porcentaje de aislados con una CMI >8,0 µg/mL fue superior para H1L-N 
que para H1S-N, pero fue mayor para H1S-M que para la correspondiente 
fase líquida. Para los aislados de la zona H2, los porcentajes de estos 
aislados del sedimento tanto en el medio marino como en el nutritivo (H2S-
M y H2S-N) fue mayor  que en las correspondientes fases líquidas (H2L-M y 
H2L-N), con una diferencia considerablemente más elevada entre una y otra 
fase en el caso de los aislados en el medio nutritivo (H2L-N y H2S-N). 
 
I; 1,6%
II; 1,6% III; 2,9% IV; 2,7%
V; 5,0%
VI; 6,5% VII; 4,1%
VIII; 5,7%
IX; 69,8%
 Figura 23.  Porcentajes de aislados según su CMI de ertapenem. Concentraciones de Ep: I: 
≤0,063 µg/mL, II: 0,125 µg/mL, III: 0,25 µg/mL, IV: 0,5 µg/mL, V: 1 µg/mL, VI: 2 µg/mL, VII: 4 
µg/mL, VIII: 8 µg/mL, IX: >8 µg/mL. 
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También se analizó la distribución de los valores de CMI según los 
géneros considerando los de mayor número de aislados. Los resultados 
(tabla 28) indican que la mayoría de los miembros de aproximadamente la 
mitad de los géneros poseían una CMI >8,0 µg/mL, mostrando todos los 
aislados del género Methylobacterium este valor. Aparte de los aislados con 
una CMI >8,0 µg/mL, los CMI (en µg/mL) más comunes entre los aislados 
Figura 24. Porcentajes de aislados según sus CMI y agrupados según sus zonas de 
procedencia y los medios de cultivo. A: aislados en M: medio marino, y B: aislados en N: 
medio nutritivo. CMIs a Ep: I: ≤0,063 µg/mL, II: 0,125 µg/mL, III: 0,25 µg/mL, IV: 0,5 µg/mL, 
V: 1 µg/mL, VI: 2 µg/mL, VII: 4 µg/mL, VIII: 8 µg/mL, IX: >8 µg/mL. 
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fueron según el género: Altererythrobacter 1,0 y 2,0, Bacillus 1,0, 
Brevundimonas 2,0, Erythrobacter 4,0, Lutibacterium 0,25, Mesonia 4,0 y 
8,0, Microbacterium 2,0, Ochrobactrum 1,0, Paenibacillus 1,0, Ponticaulis 
≤0,063 y 2,0, Pseudoalteromonas 8,0, Pseudomonas ≤0,063 y 0,25, 
Sphingopyxis 8,0 y >8,0. 
Tabla 28. Abundancia relativa de los aislados dentro de cada género con los valores de CMI 
indicados.. 
 
 
% de aislados con los CMI (µg/mL) indicados 
≤0,063 0,125 0,25 0,5 1 2 4 8 >8,00 
Altererythrobacter 0,0 3,4 0,0 3,4 6,9 6,9 3,4 0,0 75,9 
Bacillus 3,8 0,0 7,7 0,0 15,4 0,0 0,0 3,8 69,2 
Brevundimonas 0,0 0,0 0,0 8,3 16,7 33,3 0,0 0,0 41,7 
Erythrobacter 0,0 0,0 0,0 2,0 2,0 3,9 5,9 3,9 82,4 
Lutibacterium 0,0 0,0 18,2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 81,8 
Mesonia 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 10,0 10,0 80,0 
Methylobacterium 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 100,0 
Microbacterium 0,0 0,0 0,0 5,6 0,0 16,7 0,0 11,1 66,7 
Ochrobactrum 0,0 0,0 11,1 16,7 33,3 11,1 22,2 0,0 22,2 
Paenibacillus 0,0 11,1 11,1 0,0 22,2 0,0 0,0 11,1 44,4 
Ponticaulis 14,3 0,0 0,0 7,1 7,1 14,3 7,1 7,1 42,9 
Pseudoalteromonas 0,0 5,9 5,9 5,9 0,0 5,9 5,9 11,8 58,8 
Pseudomonas 25,0 0,0 25,0 12,5 12,5 0,0 12,5 0,0 12,5 
Sphingopyxis 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 9,1 18,2 36,4 36,4 
 
Considerando las CMIs de los géneros disponibles y con mayor 
número de aislados según las zonas de muestreo, se observó que la mayor 
parte de los aislados de 5 de los 7 géneros analizados de la zona H1 
poseían una CMI superior a la máxima concentración utilizada: 
Altererythrobacter (85,7%), Bacillus (81,0%), Erythrobacter (78,3%), 
Pseudoalteromonas (63,6%) y Microbacterium (62,5%). Las CMIs más 
comunes entre los miembros de los otros 2 géneros fueron 1,0 y >8,0 µg/mL 
para los del género Brevundimonas y 1,0 y 2,0 µg/mL para los del 
Ochrobactrum. La mayoría de los miembros de los géneros disponibles (5 
de los 6 géneros analizados) procedentes de la zona H2 mostraron unos 
valores de CMI >8,0 µg/mL: Methylobacterium (100,0%), Erythrobacter 
(85,7%), Mesonia (75,0%), Microbacterium (70,0%) y Altererythrobacter 
(64,3%). Entre los aislados del género Ponticaulis las CMI más comunes 
fueron 2,0 y >8,0 µg/mL. 
Al analizar las CMIs de los géneros agrupados según los medios de 
cultivo empleados, se observó que entre los aislados en medio nutritivo (3 
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géneros analizados) todos los miembros del género Methylobacterium 
tenían CMIs >8 µg/mL (100,0%), mientras que los valores más frecuentes 
de CMI en los géneros Brevundimonas y Ochrobactrum fueron 2,0 y >8,0 
µg/mL y 1,0 µg/mL respectivamente. En cambio en los aislados del medio 
marino, se observó que la mayor parte de los miembros de los 7 géneros 
analizados poseían CMIs superior a la máxima concentración utilizada: 
Altererythrobacter (95,7%), Bacillus y Lutibacterium (90,0%), Erythrobacter 
(83,7%), Mesonia (80,0%), Microbacterium (75,0%), Pseudoalteromonas 
(58,8%). Entre los aislados del género Ponticaulis, dejando a aparte el 
42,9% de aislados con CMI >8,0 µg/mL, los valores de CMI más frecuentes 
fueron 0,063 y 2 µg/mL. Por tanto, podemos afirmar que los aislados que 
crecieron sobre el medio marino mostraron CMI superior a los que crecieron 
sobre el medio nutritivo. 
4.3.2. Aislados procedentes de la Chorrera de Despeñalagua 
4.3.2.1. Prevalencia de los aislados resistentes a distintas 
concentraciones del antibiótico 
Se utilizaron las mismas concentraciones de antibiótico y método 
empleado para las muestras procedentes de la ría de Huelva para probar la 
resistencia a Ep de 464 aislados procedentes de las dos zonas de muestreo 
de la Chorrera de Despeñalagua. Algunos de los aislados originalmente 
obtenidos no pudieron recuperarse a partir de los glicerolados y por tanto no 
se pudieron analizar en este estudio. 
Al igual que ocurría con los aislados de la ría de Huelva, se observa 
una disminución del número de aislados resistentes según se aumenta la 
concentración de antibiótico, si bien en este caso esta disminución es 
mucho más acusada (figura 25). El mayor porcentaje de resistentes se 
detectó a la concentración de 0,063 µg/mL (87,9%) mientras que a la 
concentración más alta probada (8,0 µg/mL) apenas un 19,2% fueron 
resistentes.  
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Figura 25. Porcentajes de aislados resistentes a distintas concentraciones de ertapenem. 
El porcentaje de aislados resistentes entre los que procedían de la 
zona G2 fue superior al determinado para los procedentes de la zona G1, 
aunque solo se encontraron diferencias estadísticamente significativas 
(p<0,05) entre ambas muestras a concentraciones 0,063 µg/mL, 2,0 µg/mL 
y 4,0 µg/mL (figura 26). 
 
Figura 26. Porcentajes de aislados resistentes a diferentes concentraciones de ertapenem 
según las muestras de procedencia. 
Los porcentajes de aislados resistentes a distintas concentraciones 
del antibiótico según el medio de cultivo (figura 27) indican que están más 
representados entre los de medio marino que entre los de medio nutritivo a 
todas las concentraciones utilizadas, con diferencias que son 
estadísticamente significativas (p<0,001). 
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Figura 27. Porcentajes de bacterias resistentes a diferentes concentraciones de ertapenem 
según el medio de cultivo. M: marino, N: nutritivo. 
4.3.2.2. Distribución de los aislados Epr según su procedencia, 
medios de aislamiento y géneros a los que pertenecen 
El análisis de la prevalencia de los aislados resistentes a Ep 2,0 
µg/mL (tabla 29) mostró un alto porcentaje de resistentes entre el total de 
los aislados disponibles. Analizando la zona de muestreo, se observó un 
porcentaje superior (p<0,001) entre los aislados de la zona G2 que entre los 
de la zona G1. Considerando los grupos de aislados según el medio de 
aislamiento se observó una diferencia muy elevada entre los cultivados en 
medio  marino y nutritivo a favor de los primeros (GM>>GN). Considerando 
cada zona de muestreo por separado, en ambas el porcentaje de aislados 
resistentes entre los correspondientes al medio marino fue mayor que entre 
los aislados sobre medio nutritivo (G1-M>G1-N Y G2-M>G2-N) con mucha 
diferencia y significación estadística (p<0.001). Al comparar los aislados 
sobre el mismo medio procedentes de cada zona independiente se observa 
que las diferencias son pequeñas y estadísticamente no significativas (G1-
M<G2-M, p=0,248, y G1-N>G2-N, p=0,210). 
Tabla 29. Porcentajes de aislados procedentes de la Chorrera de Despeñalagua 
resistentes a 2 µg/mL de ertapenem. Zonas de muestreo: G1 y G2, GT todos los aislados 
de la Chorrera de Despeñalagua. (*) Diferencias significativas entre medios marino y 
nutritivo. 
 Muestra 
% de ais. 
resistentes 
Medio de cultivo ᵪ2 de 
Pearson 
p 
Nutritivo (%)   Marino (%)  
GT 43,5 7,4 83,3 270,882 <0,001* 
GM 89,1 - 89,1 - - 
GN 9,5 9,5 - - - 
G1 33,3 9,6 80,9 79,689 <0,001* 
G2 50,8 5,4 83,9 182,531 <0,001* 
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La distribución de los aislados resistentes por grupos filogenéticos 
(géneros) con 8 o más  aislados (figura 28) muestra un porcentaje de 
aislados resistentes inferior al 90,0% en todos los géneros. Solo uno de los 
géneros, Bacillus, supera el 50,0% de resistentes. El valor medio de 
resistentes por género fue de 46,0%. 
 
Figura 28. Abundancia relativa de aislados resistentes a ertapenem según el género al que 
pertenecen. Géneros: Baci.: Bacillus, Psdo.: Pseudomonas, Rahn.: Rahnella, Serr.: Serratia. 
Si analizamos los porcentajes de aislados resistentes en cada 
género en relación a las zonas de procedencia y a los medios de 
aislamiento (figura 29) se observa que los porcentajes de aislados 
resistentes son mayores entre los géneros procedentes de la zona G2 que 
entre los procedentes de la zona G1. Considerando los aislados en medio 
marino de nuevo se observan porcentajes más elevados que en nutritivo, en 
particular en los casos de Bacillus y de Serratia. 
 
 
 
 
 
0
20
40
60
80
100
%
 d
e
 a
is
la
d
o
s 
re
si
st
e
n
te
s
Género
Ertapenem (2 µg/mL)
Resultados 
- 110 - 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 29. Porcentajes de los aislados identificados resistentes a ertapenem agrupados 
según las zonas de muestreo y los medios de cultivo. Géneros: Baci.: Bacillus, Psdo.: 
Pseudomonas, Serr.: Serratia. M: medio marino, N: medio nutritivo. 
4.3.2.3. CMI de ertapenem y su distribución según la procedencia, 
medio de aislamiento y género de los aislados 
Los valores de CMI encontrados, en las condiciones del análisis, 
abarcan todo el rango de concentraciones utilizado (figura 30). Algunos 
aislados se mostraron resistentes a la máxima concentración probada 
(19,2%), y por tanto sus CIMs son superiores a esa concentración, mientras 
que un 12,1% de muestran una CMI ≤0,063 µg/mL, al no mostrar 
crecimiento a esa concentración del antibiótico. 
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Figura 30. Porcentajes de aislados según su CMI de ertapenem. Concentraciones de Ep: 
I: ≤0,063 µg/mL, II: 0,125 µg/mL, III: 0,25 µg/mL, IV: 0,5 µg/mL, V: 1 µg/mL, VI: 2 µg/mL, 
VII: 4 µg/mL, VIII: 8 µg/mL, IX: >8 µg/mL. 
La distribución de los valores de CMIs de los aislados según los 
medios de aislamiento y la zona de procedencia se resume en la figura 31. 
En ella se puede observar que un porcentaje elevado de los aislados en 
medio marino de ambas zonas de muestreo (G1-M y G2-M) poseen una 
CMI >8,0 µg/mL, aunque con porcentajes dentro de cada uno de estos 
grupos inferiores al 50%. Los porcentajes correspondientes de los aislados 
en medio nutritivo son bastante menores. El siguiente valor de CMI más 
frecuente entre los aislados en medio marino tanto de G1 como de G2 es 
8,0 µg/mL. Entre los aislados en medio nutritivo, y sin tener en cuenta los 
valores de CMI que no se han determinado (particularmente abundantes los 
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Figura 30. Porcentajes de aislados según sus CMIs de ertapenem. 
Concentraciones  de  Ep:  I:  ≤0,063 µg/mL, II: 0,125 µg/mL, III: 0,25 µg/mL, IV: 
0,5 µg/mL, V: 1 µg/mL, VI: 2 µg/mL, VII: 4 µg/mL, VIII: 8 µg/mL, IX: >8 µg/mL. 
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medios de aislamiento y la zona de procedencia se resume en la figura 31. 
En ella se puede observar que un porcentaje elevado de los aislados en 
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Pseudomonas, y en torno a 8,0 µg/mL para Serratia. La distribución en los 
del género Rahnella es casi homogénea entre los valores de 0,5-8,0 µg/mL. 
 
 
Figura 31. Porcentajes de aislados según su CMI y agrupados según sus zonas de 
procedencia y los medios de cultivo. A: en M: medio marino y B: en N: medio nutritivo, 
Concentraciones de Ep: I: ≤0,063 µg/mL, II: 0,125 µg/mL, III: 0,25 µg/mL, IV: 0,5 µg/mL, V: 
1 µg/mL, VI: 2 µg/mL, VII: 4 µg/mL, VIII: 8 µg/mL, IX: >8 µg/mL. 
 
Analizando la distribución de las CMIs de los aislados de cada 
género según las muestras de procedencia, se observó que en la G1 un 
53,3% de los aislados pertenecientes al género Pseudomonas poseían una 
CMI de 2,0 µg/mL mientras que entre los miembros del género Serratia, las 
CMIs más comunes fueron ≤0,063 y >8,0 µg/mL con 28,6% y 35,7% 
respectivamente. Para la muestra G2, se observó que la mayoría de los 
aislados del género Bacillus mostraron valores de CMI >8,0 µg/mL mientras 
que en una buena parte de los miembros de Serratia estos valores fueron 
≤0,063 µg/mL y las más frecuentes entre los aislados de Pseudomonas 
fueron 4,0, 8,0 y >8,0 µg/mL. 
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Tabla 30. Abundancia relativa de los aislados dentro de cada género con los valores de 
CMI indicados. 
  % de aislados con los CMIs (µg/mL) indicados 
  ≤0,063 0,125 0,25 0,50 1,00 2,00 4,00 8,00 >8,00 
Bacillus 0,0 0,0 0,0 16,7 12,5 12,5 16,7 8,3 33,3 
Pseudomonas 3,8 8,5 9,4 8,5 8,5 21,7 16 11,3 12,3 
Rahnella 25,0 0,0 0,0 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 
Serratia 35,5 3,2 3,2 3,2 0,0 6,5 6,5 19,4 22,6 
Considerando los medios de cultivo, el 61,1% de los aislados en el 
medio nutritivo del género Serratia mostraron una CMI ≤0,063 µg/mL, 
mientras que para Bacillus los valores más comunes fueron 0,5 y 1,0 µg/mL 
y para Pseudomonas 0,125-2,0 µg/mL. En cambio, los valores de CMIs más 
frecuentes de los aislados en medio marino de los 3 géneros analizados 
fueron para Bacillus y Pseudomonas 4,0->8,0 µg/mL y para Serratia 8,0 y 
>8,0 µg/mL. 
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5.  DISCUSIÓN 
El trabajo que se ha realizado para esta tesis doctoral se enmarca en 
una línea de investigación encaminada al estudio de la diversidad de 
bacterias resistentes a antibióticos en el medio ambiente y de los elementos 
genéticos y genes responsables de las resistencias, con la intención de 
determinar su relación con lo conocido en ambientes clínicos y en base a la 
idea establecida, pero demostrada solo en unos pocos casos, de que el 
origen de las resistencias clínicas tuvo lugar en bacterias ambientales 
(Humeniuk et al. 2002, Aminov 2009, Zheng et al. 2011, Forsberg et al. 2012, 
Blair et al. 2015). En ese camino, el objetivo del trabajo realizado para esta 
tesis doctoral ha sido la determinación de la abundancia de bacterias 
resistentes a antibióticos así como la diversidad filogenética y los niveles de 
multirresistencia de las que se mostraron resistentes a ampicilina, un 
antibiótico perteneciente a una de las familias de antibióticos más 
comúnmente utilizadas en clínica, en dos sistemas acuáticos muy diferentes, 
un sistema salino y contaminado en distintas formas, metales pesados, 
residuos industriales y aguas residuales, como la ría de Huelva (Olías et al. 
2006, Nieto et al. 2007, Sarmiento et al. 2009, Pérez-López et al. 2011), y 
otro de agua dulce y cuasi prístino, la Chorrera de Despeñalagua en la 
provincia de Guadalajara. 
Al inicio del proyecto, y durante el desarrollo del mismo, se han tenido 
que tomar ciertas decisiones con el fin de hacer viable el estudio, obteniendo 
el mayor y más representativo número de datos, y enfocándolo en la posible 
importancia clínica de la resistencia a antibióticos. Puesto que la 
determinación de bacterias resistentes a antibióticos a partir de las muestras 
medioambientales, u otras, no es un proceso directo, el estudio solo se puede 
realizar sobre bacterias cultivables, de forma que se puedan seleccionar las 
resistentes en presencia de un antibiótico determinado, a una o unas 
concentraciones determinadas de éste, y en un medio y unas condiciones de 
cultivo concretas. Es obvio que todos estos factores tiene una influencia en 
el resultado final obtenido y por tanto en las conclusiones extraídas. 
En cuanto a los antibióticos a emplear, se escogieron originalmente 
diez antibióticos de uso común y uno considerado de último recurso en ciertas 
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infecciones, la vancomicina, si bien, y debido al aumento de la prevalencia de 
cepas resistentes a los antibióticos, el uso de éste está siendo ya común 
(Nesme et al. 2014). En general, los antibióticos elegidos tienen espectros de 
acción relativamente amplios y mecanismos de acción diversos. En algunos 
casos se han empleado varios antibióticos de la misma familia cuando existen 
un número considerable de ellos o poseen mecanismos de acción con ciertas 
diferencias específicas. En una etapa más tardía se incluyó otro antibiótico 
más, el ertapenem, un antibiótico betalactámico considerado de último 
recurso. Este antibiótico es de la familia de las carbapenemas y es utilizado 
solo en ciertas infecciones extrahospitalarias graves (Gobernado y Acuña 
2007). Se estudió la prevalencia de la resistencia a este antibiótico y se 
determinaron las concentraciones mínimas inhibitorias (CMI) de las bacterias 
resistentes a ampicilina previamente aisladas de los dos ecosistemas 
estudiados. Las concentraciones que se emplearon en los estudios 
realizados fueron elegidas a partir de datos existentes en la literatura y 
publicados por distintas instituciones como guías para el empleo de 
antibióticos en clínica, ya que no existen estudios específicos de los niveles 
de resistencia a antibióticos en bacterias medioambientales, para las que 
valores de concentraciones límite resistencia/susceptibilidad no han sido 
determinados. En algunos estudios, en los que se ha determinado la 
resistencia a antibióticos de bacterias de origen ambiental, se ha propuesto 
la utilización como concentración determinante de la resistencia un valor de 
20 µg/mL para cualquier antibiótico (D‘Costa et al. 2006, Walsh y Duffy 2013). 
Sin embargo, nosotros consideramos que este criterio no es correcto ya que 
distintos antibióticos presentan diferente potencia en su actividad inhibitoria y 
usando este valor único para cualquiera de ellos podríamos estar sobre o 
subestimando la resistencia. En este estudio utilizamos como 
concentraciones en las que el crecimiento de una bacteria se podría 
considerar como resistencia, unas algo superiores a las que por término 
medio se han considerado en el caso de bacterias clínicas diversas, valores 
estos últimos que por otra parte pueden ser diferentes según las distintas 
bacterias, los distintos estudios o agencias que los publican e incluso 
dependiendo del año de emisión de los informes (MENSURA 2000, EUCAST 
2013, EUCAST 2014). Los antibióticos elegidos y las concentraciones 
Discusión 
- 119 - 
 
empleadas se han recogido en la sección de materiales y métodos, mientras 
que los rasgos principales de sus mecanismos de acción se han indicado en 
la introducción de esta memoria. 
En principio, la selección de las bacterias resistentes a los antibióticos 
se podría realizar en cultivos en medio líquido o sólido, sin embargo el uso 
de los primeros podría llevar a fenómenos de interferencia en el crecimiento 
de unas bacterias por otras, dificultándolo (competencia) o facilitándolo 
(interacciones simbióticas o comensales), así como a fenómenos de 
transferencia horizontal de genes o incluso de aparición de resistencias 
previamente no existentes debido a la presencia del antibiótico en el medio 
(p.ej. antibióticos promotores de mutaciones, o inductores de  expresión de 
genes de resistencia (Hastings et al. 2004, Da Re y Ploy 2012). Aunque este 
último efecto no podría ser evitado, la utilización de medios sólidos permite 
en mayor medida un crecimiento independiente de las distintas bacterias, sin 
posibilidad de transferencia sobrevenida de genes de resistencia, 
permitiendo también una enumeración de la abundancia de bacterias 
resistentes y una observación la diversidad morfológica de sus colonias. Se 
eligieron dos medios de cultivo en función de las muestras a analizar y los 
objetivos buscados. Puesto que no se pretendía una descripción de todas las 
bacterias resistentes a los antibióticos que se pudieran cultivar, sino de 
aquellas que pudieran tener un contacto con bacterias capaces de infectar al 
hombre o los animales a las que pudieran transferirles genes de resistencia, 
o bien que de por sí fueran capaces de infectarlos, se eligieron dos medios 
que consideramos podrían ser representativos de los medios acuáticos 
donde estas bacterias pudieran desarrollarse y tener contacto con patógenos, 
un medio nutritivo clásico y un medio marino. Como se ha sugerido (Mary et 
al. 2000), aquellas bacterias que crecen en medios con muy bajos nutrientes 
y a unas bajas temperaturas no son probablemente agentes importantes en 
la salud pública. 
Las condiciones para el cultivo de las bacterias que se eligieron 
fueron, por un lado la temperatura que se consideró como la más apropiada 
al fin perseguido, 30ºC, una temperatura entre la óptima para posibles 
bacterias capaces de crecer sobre el hombre y las temperaturas medias más 
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comúnmente utilizadas para cultivo de bacterias ambientales, y por otro un 
tiempo de incubación de los cultivos de 5 días, con el fin de detectar bacterias 
con distintas velocidades de crecimiento. 
A continuación se discuten distintos aspectos de los resultados 
obtenidos que nos han permitido extraer las conclusiones que se indican en 
la sección correspondiente de esta memoria. 
5.1. Características y parámetros fisicoquímicos de las zonas de 
estudio y de las muestras analizadas 
5.1.1. Ría de Huelva 
Las características fisicoquímicas de las muestras fueron analizadas, 
no observando grandes diferencias entre ambas en cuanto a pH y solo una 
ligera diferencia en la salinidad. La composición elemental de las aguas (tabla 
7), con un nivel algo menor de los metales más abundantes en la zona H1 
podría estar relacionada con una mayor lejanía del mar de ésta y se reflejaría 
en las pequeñas variaciones de salinidad y conductividad observadas. Los 
metales pesados, sin embargo estarían en mayor concentración en la 
muestra H1, posiblemente por tener una mayor proporción de agua 
procedente del río Tinto. 
En la composición elemental de los sedimentos de las zonas de 
muestreo (tabla 8), se pudo apreciar una concentración mayor de Cu y Fe, 
en la zona H1 que puede deberse a que esta zona se encuentra en las 
marismas del rio Tinto, que es el que aporta estos elementos a la ría de 
Huelva en mayor proporción (Olías et al. 2006) y de las cuales el Fe podría 
precipitar, por ejemplo en forma de fosfatos, al encontrarse con los residuos 
de éstos que pudieran llegar a esa zona con las mareas altas desde las 
balsas de fosfoyesos de la empresa Fertiberia S.A. La menor proporción de 
Fe en la zona H2 podría deberse a una mayor dilución del fosfato en esa zona 
y un movimiento mayor de los sedimentos durante los cambios de bajamar a 
pleamar y viceversa. Por otro lado, la mayor concentración de As en la zona 
H2 podría tener su origen en la planta metalúrgica situada en el polo químico 
muy próximo a ella y a la que se atribuye la aportación principal de este 
elemento en esa zona (Pérez-López et al. 2011). 
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A la vista de estos datos podemos decir que hay algunas diferencias 
entre la composición de las aguas y de los sedimentos de las dos zonas de 
muestro y en algunas propiedades fisicoquímicas, desconociéndose el efecto 
que estas diferencias podrían tener en la microbiota de ambas zonas, sobre 
todo teniendo en cuenta que las mareas podrían estar actuando en la 
homogeneización de dichas características y quizás de la diversidad de 
bacterias que puedan existir entre ellas. 
5.1.2. Chorrera de Despeñalagua 
Parámetros fisicoquímicos como la temperatura, pH y salinidad 
muestran muy pocas diferencias entre los dos puntos de muestreo en esta 
zona. Ambas puntos están conectados en una dirección única de forma que 
las aguas de la zona G1 cuando llegan al suelo, transcurren por un lecho de 
piedra llegando en parte hasta la zona G2. Mientras que la muestra 
denominada G1 fue agua corriente recogida directamente del salto de agua 
de la chorrera, la muestra de G2 es un agua remansada en una zona pequeña 
y plana de roca, unos metros más abajo de la caída de agua. La cantidad de 
agua que llega desde la cascada a esta zona es mínima y sale de la pequeña 
charca lentamente, lo que permite que el agua se caliente algo por la 
irradiación solar, teniendo una temperatura algo más alta que las aguas que 
caen desde la cascada. El acceso de visitantes a la zona alta de la cascada 
es poco frecuente, mientras que la zona de muestreo G2 es más accesible, 
por lo que podría tener una mayor influencia antropogénica. A pesar del 
pequeño tamaño de la charca, ésta no se seca durante el verano. En ninguna 
de las dos muestras se obtuvo sedimento, aunque en la zona G2 el agua 
tiene algunos restos de vegetales, que no se separaron en el estudio 
realizado. 
El análisis semicuantitativo de la composición elemental de las aguas 
de estas dos zonas (tabla 17), muestra que no existen grandes variaciones 
entre ellas. Las diferencias en las concentraciones de elementos como Ba, 
Ca, Fe, K, Mg y Na, podrían deberse a que como hemos mencionado arriba, 
los dos puntos de muestreo tienen características diferentes tales como un 
mayor recorrido del agua y un mayor tiempo de residencia en la zona de 
muestreo G2, lo cual permitiría la disolución de más elementos en el agua. 
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Además, ambas zonas pueden verse afectadas por distintos factores bióticos 
y abióticos. En principio, los factores fisicoquímicos similares, excepto la 
temperatura y una ligera mayor abundancia de algunos metales en G2, no 
parece que pudieran explicar las diferencias de biodiversidad encontradas. 
Quizás estas diferencias pudieran ser debidas a una mayor influencia 
antropogénica o de otros componentes biológicos sobre la zona G2 que sobre 
la G1. 
5.2. Abundancia de bacterias totales, cultivables y resistentes a 
antibióticos  
5.2.1. Ría de Huelva 
En las muestras ambientales, se encuentran bacterias viables no 
cultivables (BVNC) que crecen en condiciones naturales latentes pero que no 
han podido ser cultivadas en el laboratorio (Roszak et al. 1987), por lo que el 
recuento directo con microscopía de epifluorescencia, sería la mejor opción 
para su cuantificación (Lunau et al. 2005). Los valores de la densidad 
microbiana encontrados fue del orden de 107 cél/mL, aunque ligeramente 
superior en la muestra H1L que en la H2L. 
Según varios estudios, se estima que apenas entre el 0,001 y el 3% 
de los microorganismos en los ambientes naturales pueden ser cultivados en 
el laboratorio (Amann et al. 1995, Torsvik et al. 2003). Para determinar la 
abundancia de bacterias cultivables se realizaron recuentos mediante cultivo 
en medios sólidos sin antibióticos. Se observaron por lo general bajos 
porcentajes de bacterias cultivables sobre medio marino, 3% y 0,23% para 
H1L y H2L, respectivamente. Valores similares al determinado para H1L 
fueron encontrados por Button y cols. (1993) en muestras de aguas de la 
costa holandesa, con solo un 2%.  En otro estudio con muestras del mar 
Mediterráneo, se observó un 3% (Bernard et al. 2000). La razón de la baja 
abundancia de bacterias cultivables en medio marino en las aguas de la 
muestra H2L, podría deberse a la presencia de contaminantes tóxicos como 
el As y el Al detectados en esta zona, o incluso por los vertidos de la EDAR 
que pudieran aportar antibióticos, al no ser completamente eliminados en el 
proceso de depuración (Zhou et al. 2013). La influencia antropogénica que 
ocasiona la presencia de estos tóxicos, así como los movimientos y mezclas 
Discusión 
- 123 - 
 
de aguas de los ríos y marinas podrían haber generado que se seleccionaran 
tipos de bacterias adaptadas a esas particulares condiciones, modificando 
así la composición de la microbiota de esta zona de la ría con respecto a otros 
ambientes marinos más naturales, o contaminados con otros tipos de 
contaminantes o con menores movimientos de las aguas, como podría ser la 
zona H1. Las abundancias de bacterias cultivables en medio nutritivo fueron 
menores que en medio marino en ambas zonas y en ambas fases, aunque 
las diferencias entre las de un medio u otro fue mayor en los sedimentos 
posiblemente indicando una menor homogeneización entre estos que entre 
las fases líquidas. 
Las bacterias resistentes a los antibióticos se contaron sobre medios 
sólidos con cada antibiótico por separado a las concentraciones requeridas 
(tabla 4). En general, se observaron porcentajes intermedios o bajos de 
resistentes en ambas zonas, fases y medios (figura 9). Los porcentajes de 
resistentes a Tc en medio marino fueron elevados, al igual que los de 
resistentes a Tm sobre ambos medios. Considerando las dos muestras y sus 
dos fases, los porcentajes de bacterias resistentes fueron en general mayores 
entre las cultivadas en medio marino. Estos porcentajes mayores podrían 
estar relacionados con el crecimiento más activo de estas bacterias en las 
condiciones salinas de la ría, lo que permitiría unas mayores posibilidades de 
intercambio genético o una mayor competencia entre las bacterias con 
selección de las más resistentes. Por el contrario el crecimiento posiblemente 
menos activo de las bacterias detectadas sobre medio nutritivo, en un 
ambiente salino, produciría un efecto contrario sobre la prevalencia de 
bacterias resistentes entre las cultivadas en ese medio. Por otro lado, la 
elevada proporción de bacterias resistentes a Tc entre las cultivables en 
medio marino podría ser la consecuencia de una interferencia negativa de los 
componentes del mismo en la actividad del antibiótico que, por interacción 
con éste, afectase a la concentración efectiva del mismo, o a su entrada en 
las células al modificar sus propiedades. La interacción de los componentes 
del medio con las bacterias de forma directa, o la osmolaridad del mismo, 
podría afectar su capacidad de captar el antibiótico o incluso podríamos 
considerar un efecto sobre la afinidad de la diana del antibiótico. Otra 
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posibilidad sería que las bacterias cultivables en medio marino hubiesen 
desarrollado y/o intercambiado con facilidad entre ellas sistemas de expulsión 
del antibiótico, tales como los basados en bombas de eflujo, que podrían ser 
utilizadas para la adaptación de la bacteria al medio salino o a la presencia 
de metales pesados. Igualmente otros sistemas de resistencia más 
específicos podrían ser más predominantes en las bacterias cultivables en 
medio marino por haber sido transferidos en elementos móviles entre esa 
población de bacterias. 
Se conoce que la entrada de Tc en las células puede verse afectada 
positiva o negativamente por la presencia de materia orgánica en el medio 
(Chen et al. 2015a) y se ha estudiado el efecto de distintas sales sobre la 
actividad de varios antibióticos, obteniéndose resultados que dependen de la 
forma de aplicar el estrés salino, del antibiótico y de la bacteria estudiada 
(Navavaty et al. 1998, McMahon et al. 2007, Crompton et al. 2014, Al-Nabulsi 
et al. 2105). En el estudio de Navavaty y cols. (1998), las concentraciones 
utilizadas de NaCl fueron como máximo del 0,9%, inferior a la del medio 
marino (1,9%), no observándose ningún efecto sobre la susceptibilidad a los 
antibióticos utilizados. En otros estudios se llegaron a utilizar concentraciones 
salinas más elevadas como 5% (Crompton et al. 2014) o incluso hasta 12% 
(McMahon et al. 2007, Al-Nabulsi et al. 2015), observándose, en estos casos, 
un efecto de adaptación de las bacterias tratadas, que en algunos casos fue 
permanente, originando una disminución de la susceptibilidad a los 
antibióticos empleados. En el estudio de Al-Nabulsi y cols. se probó el efecto 
de la incubación durante 24h con concentraciones de NaCl entre 2% y 12% 
sobre la susceptibilidad de Listeria monocytogenes, observando un 
incremento de las CMI al incrementarse el estrés salino aplicado. El efecto 
fue dependiente del antibiótico y muy especialmente de la cepa utilizada. En 
este estudio se emplearon algunos de los antibióticos que nosotros hemos 
usado, Ap, Sm, Tc y Vm, observándose que, a la concentración de NaCl más 
próxima a la del medio marino, ≈2%, la CMI de Ap aumentó de 0,5 a 2 veces 
para las tres cepas utilizadas, lo que supondría una CMI ≤0,25 µg/mL en esas 
condiciones. Para Sm la CMI aumentó entre 0 y 4 (CMI ≤16 µg/mL) y para Tc 
el aumento fue de 0,5 a >4 veces (CMI ≤0,5 µg/mL), dependiendo de la cepa 
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en ambos casos. Finalmente para Vm el aumento fue entre 2,1 y >4 veces 
(CMI ≤1 µg/mL). En el estudio de McMahon et al. (2007), utilizaron E. coli, 
Staphilococcus aureus y Salmonella entérica serovar Typhimurium y entre los 
antibióticos utilizados incluyeron Em para S. aureus, Nx para E. coli, y Tm 
para S. entérica. Midieron aumentos de CMI, a concentraciones de NaCl 
>4,5%, de 0,5 a 4 veces para Nx, (CMI ≤20 µg/mL), para Tm observaron 
desde una disminución hasta 4 veces hasta un aumento de 4 veces en los 
valores de la CMI, (CMI ≤12 µg/mL) y aumentos desde 0,5 a > 4 veces en las 
CMI de Em (CMI ≤12 µg/mL). Todos estos estudios, utilizando distintas 
bacterias, varias cepas de las mismas y distintas concentraciones de sal, 
mostraron en general un efecto de aumento de la CMI a concentraciones de 
NaCl iguales o superiores a las del medio marino. Esto se interpreta como un 
efecto de la osmolaridad del medio sobre la expresión de determinantes de 
resistencia que afectan en menor o mayor medida a diferentes antibióticos. 
Teniendo en cuenta las concentraciones de antibióticos utilizadas en nuestro 
estudio para determinar la resistencia (tabla 4), todos los valores de CMI 
observados en los estudios descritos fueron inferiores a esas 
concentraciones y por tanto estas bacterias adaptadas a elevadas 
concentraciones de NaCl no hubieran crecido en las condiciones de nuestro 
estudio. Comparando con las bacterias utilizadas en estos estudios, 
deberíamos considerar a las bacterias resistentes detectadas por nosotros 
como altamente resistentes a los antibióticos. En el estudio de Navavaty y 
cols. (1998) también se determinó, para distintas cepas de E. coli, que iones 
divalentes como Ca2+ o Mg2+ pueden afectar a la CMI de antibióticos como 
Km o Tc, pero no de Cc. El incremento fue dependiente de la concentración 
de los iones, determinándose que para Tc se producía un incremento de 2,8 
veces de la CMI a una concentración de Ca2+ de 20 mM (CMI ≤2,8 µg/mL), 
mientras que el efecto se estabilizaba a concentraciones entre 30 y 50 mM, 
con incrementos de la CMI de alrededor de 4 veces. La concentración de este 
ión en el medio marino, según la composición publicada por el fabricante, es 
de 16,2 mM. El efecto del Mg2+ fue estudiado a concentraciones máximas  de 
50 mM, inferiores a aquellas en las que se encuentra en el medio marino 
(92,4 mM), midiendo, a la máxima concentración utilizada, un incremento de 
6,5 veces en la CMI (CMI≤ 6,5 µg/mL). El efecto parecía estabilizarse entre 
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40 y 50 mM de Mg2+. Estos resultados supondrían que el efecto de estos 
iones presentes en el medio marino no afectarían al crecimiento de estas 
cepas en nuestras placas de medio marino, a la concentración de Tc 
empleada (tabla 4). El mecanismo por el que se dan estos fenómenos se 
desconoce, aunque podría estar relacionado con la capacidad de la 
tetraciclina de formar complejos con iones divalentes (Novák-Pékli et al. 
1996) o podría producirse, como se ha considerado para otros antibióticos, 
por interacción de los iones con la bacteria más que con el antibiótico 
(Medeiros et al. 1971, Navavaty et al. 1998). Se ha descrito que sales como 
NaCl o (NH4)2SO4 no afectan a la interacción del antibiótico con el ribosoma 
en sistemas de síntesis de proteínas in vitro (Sanz et al. 1993, Marín et al. 
1995) y un estudio reciente del efecto de la adaptación de dos especies de 
Salmonella a concentraciones crecientes de NaCl ha mostrado que el 
tratamiento afecta a la susceptibilidad de estas bacterias (Yoon et al. 2013), 
en S. typhimurium disminuyéndola y en S. enteritidis aumentándola, entre 
otros antibióticos a la oxitetraciclina, un antibiótico de la familia de las 
tetraciclinas. En este estudio no se determinó la resistencia directa al 
antibiótico sobre un medio con la sal, sino que las bacterias fueron adaptadas 
al crecimiento con hasta 4% de NaCl, por lo que los efectos observados 
dependerían de la propia bacteria y de los cambios producidos en ella durante 
la adaptación. El cultivo de las bacterias directamente en medio con 4% de 
NaCl, sin previa adaptación, no tuvo efecto sobre la resistencia a los 
antibióticos. Un estudio similar llevado a cabo con dos cepas de L. 
monocytogenes (Lee et al. 2012), en el que se llegó a usar hasta un 6% de 
sal, dio resultados similares aunque el efecto observado en ambas cepas fue 
muy pequeño para la oxitetraciclina. Aunque de forma indirecta estos 
estudios sugerirían que los antibióticos de la familia de las tetraciclinas, al 
menos los estudiados, pueden ver afectada su actividad por el efecto de la 
adaptación a medios salinos de algunas bacterias de una forma que depende 
más de la adaptación de los microorganismos a la sal que por un efecto sobre 
la actividad del antibiótico. Buena parte de los sistemas de resistencia a 
tetraciclina conocidos se basan en bombas de membrana que expulsan el 
antibiótico de la célula de forma inespecífica o incluso específica, estando 
estos últimos codificados en elementos genéticos móviles (Nelson y Levy 
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2011, Fernández y Hancock 2012) y que quizás podrían ver modificada su 
expresión en algunas bacterias en presencia de ciertas condiciones salinas. 
En un reciente estudio realizado sobre muestras de suelos se encontró que 
el 83 % de las bacterias multirresistentes detectadas lo eran por mecanismos 
basados en bombas de eflujo, y el 80% entre las resistentes a Tc (Walsh y 
Duffy, 2013). Que el efecto observado en nuestro estudio se deba a una u 
otra causa está por determinar y se abordará en futuros estudios. 
Los altos porcentajes observados de resistentes a Tm, fueron 
independientes del medio de cultivo empleado. En el estudio de Walsh y Duffy 
(2013) también detectaron porcentajes altos de bacterias resistentes a este 
antibiótico (>90%). Los mecanismos de resistencia a este antibiótico son en 
su mayoría conocidos desde hace tiempo (Huovinen 1987), sin embargo, en 
el estudio indicado se pudo identificar un nuevo mecanismo de resistencia a 
Tm que no había sido encontrado previamente, ni siquiera en medios clínicos, 
lo que pone de manifiesto la utilidad de este tipo de estudios. 
5.2.2. Chorrera de Despeñalagua 
Aunque la densidad microbiana de la muestra de la zona G2 es algo 
superior a la de la G1, ambas son del mismo orden (106 cél/mL) y por lo tanto, 
no existen diferencias notables. Esto podría ser debido a la similitud, tanto de 
los parámetros fisicoquímicos como de la composición elemental, de ambas 
zonas. Esta abundancia es menor a la de la ría de Huelva, posiblemente por 
las condiciones del ecosistema en cuanto a los nutrientes disponibles y 
restricciones en el crecimiento por las bajas concentraciones salinas y las 
temperaturas más bajas registradas en la Chorrera de Despeñalagua. 
La abundancia de bacterias cultivables es también muy baja debido 
posiblemente a los medios de cultivo empleados, con concentraciones de 
nutrientes demasiado elevadas bacterias oligotróficas. El empleo de estos 
medios en vez de otros oligotróficos, y de temperaturas más elevadas que 
las de las zonas de muestreo, son requerimientos del enfoque que se le dio 
a este estudio de detectar bacterias de posible influencia en medios clínicos, 
en los cuales bacterias oligotróficas, o psicrófilas, podrían ser poco relevantes 
(Mary et al. 2000). La proporción de bacterias cultivables, como cabría 
esperar por las propiedades fisicoquímicas de las aguas, fue mayor sobre 
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medio nutritivo que sobre marino. La mayor abundancia de cultivables en la 
muestra G2 que en la G1 podría reflejar una cierta mayor población de 
bacterias totales en G2 y otras características de esta zona como la 
temperatura de la zona, que fue algo mayor. 
La abundancia de bacterias resistentes fueron en general mayores 
entre las cultivadas en medio nutritivo con algunas excepciones como las 
resistentes a Ap, Nx y Tm, principalmente para la muestra G2 y a Tc, en 
ambas muestras, que fueron más abundantes entre las de medio marino. La 
abundancia de resistentes a Vm fue notable en ambos medios y las dos 
muestras, principalmente en la G2. Esto podría indicar una resistencia 
intrínseca a Vm en la población de bacterias cultivables de la zona G2. Las 
bacterias resistentes a Vm en la muestra G1 son también las más abundantes 
sobre medio nutritivo y las segundas entre las de marino. El estudio de Walsh 
y Duffy (2013), mostró una prevalencia de > 90% de bacterias resistentes a 
Vm entre los aislados de suelos obtenidos por estos autores, con poca 
presencia de bombas de eflujo como responsables de la resistencia entre 
estos aislados, por lo que fueron considerados como intrínsecamente 
resistentes. En principio podríamos considerar que pudiera haber elementos 
genéticos promiscuos entre las especies bacterianas de la Chorrera que 
hayan podido homogeneizar la población de bacterias resistentes a este 
antibiótico, sin embargo se ha visto que los genes de resistencia a Vm 
portados por plásmidos no son aparentemente transferibles entre distintos 
géneros según algunos estudios (Garcia-Migura et al. 2007, Werner et al. 
2011), pero sí según otros en los que se ha encontrado, que pueden 
transferirse entre cepas de Enterococcus faecalis y S. aureus, (Zhu et al. 
2013, Rossi et al. 2014). Un estudio metagenómico de genes de resistencia 
a antibióticos realizado con numerosas muestras ambientales y relacionadas 
con el hombre, detectaron una gran abundancia de genes de resistencia a 
Vm, tanto en suelos como en aguas marinas y en heces humanas (Nesme et 
al. 2014), aunque desgraciadamente no se ha descrito la diversidad 
bacteriana implicada. 
Posiblemente la diferencia más notable entre las muestras y según 
los medios utilizados es la resistencia a Ap que, siendo abundante en ambas 
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muestras entre las bacterias que crecen sobre medio nutritivo, es sin 
embargo minoritaria en la muestra G1 y muy importante en la G2, cuando 
consideramos las cultivadas sobre medio marino. Esta notable diferencia 
podría reflejar la existencia en la población de grupos de bacterias específicos 
de esta muestra y que podrían proceder del entorno de esta zona de 
muestreo o de una aportación externa por la mayor influencia antropogénica 
que esta zona puede tener. 
5.3. Aislamiento y caracterización de bacterias resistentes a 
ampicilina 
5.3.1. Ría de Huelva 
Para la caracterización de las bacterias en cuanto a su posible 
resistencia múltiple a distintos antibióticos y su diversidad filogenética, se 
decidió el aislamiento de las resistentes a Ap, escogiendo las de diferentes 
fenotipos de colonia. 
Se obtuvo un mayor número de aislados sobre medio marino (72,4%) 
que sobre medio nutritivo, lo que está de acuerdo con el tipo de muestras 
analizadas y refleja una mayor diversidad de fenotipos de las colonias en el 
medio marino. Los aislados en medio nutritivo proceden mayoritariamente de 
muestras de sedimentos (67,5%). 
De los aislados obtenidos se determinó la resistencia adicional a los 
otros diez antibióticos usados originalmente, utilizando siempre un control de 
crecimiento de cada bacteria en su correspondiente medio con Ap. Se 
observaron 143 perfiles de resistencia (tabla 10) (anexo 1), lo que indica una 
amplia diversidad en la multirresistencia a los antibióticos entre los aislados 
obtenidos de la ría. La disponibilidad de estos aislados podría ser de utilidad 
en el futuro para determinar las posibilidades de transferibilidad de las 
resistencias observadas y los elementos genéticos implicados. 
Se calcularon los valores del índice MAR como un indicador del nivel 
de multirresistencia de los aislados, observándose diferencias significativas 
entre los niveles de multirresistencia según el origen de los aislados, cuando 
se emplearon los parámetros estadísticos moda, mediana y media para su 
comparación (tabla 9). Utilizando la mediana como un valor más 
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representativo que la media del nivel medio de multirresistencia, se concluyó 
que considerando conjuntamente todos los aislados, estos serían resistentes 
a siete de los once antibióticos empleados, indicando un nivel alto de 
multirresistencia. El valor del índice MAR más frecuente entre todos los 
aislados de la ría, fue 0,73, indicando que es frecuente encontrar aislados de 
la ría con niveles elevados de multirresistencia (resistentes a ocho 
antibióticos de los once utilizados). En definitiva podemos ver que los aislados 
de la ría en su conjunto tienen elevados valores de multirresistencia si bien 
los de la zona H2 presentan un cierto mayor nivel de multirresistencia que los 
de la zona H1. Aunque la diferencia entre estas zonas no es muy elevada, 
quizás la menor diversidad de bacterias observada en la zona H2 (tabla 15) 
podría facilitar intercambios genéticos efectivos entre bacterias 
filogenéticamente más próximas que pudieran disminuir los cuellos de botella 
que tales transferencias pudieran tener (Thomas y Nielsen 2005, Martínez 
2012, Martínez y Baquero 2014), aumentando la multirresistencia de las 
bacterias de esta zona, o la presencia de contaminantes o aportes de tóxicos 
procedentes de las industrias o de la EDAR de Huelva en la zona H2 pudiera 
hacer aumentar la selección de resistentes o multirresistentes en esta zona 
(Ma et al. 2006). Los datos indicarían unos mayores niveles de 
multirresistencia en general en los aislados de los sedimentos que en los de 
las aguas, lo que podría estar relacionado por una parte con la menor 
movilidad de esta fase y con la acumulación de sustancias que puedan 
facilitar la adquisición de resistencias, por ejemplo por co-selección con 
resistencias a metales, o acumulación de bacterias resistentes que, al estar 
fijadas sobre el sedimento, podrían facilitar su contacto y aumentar la eficacia 
de la transferencia de genes de resistencia (Martínez y Baquero 2014). Por 
otro lado los niveles de resistencia mayores parecen corresponder a los 
aislados sobre medio nutritivo, minoritarios en su conjunto. Las razones de 
esta aparente acumulación de bacterias multirresistentes entre la cultivables 
en medio nutritivo son desconocidas, aunque podríamos considerar que, por 
una parte, la adaptación de bacterias habituadas a un ambiente salino a un 
ambiente con menor salinidad (el medio nutritivo) podría afectar a su 
susceptibilidad a antibióticos, y por otra, podría tratarse de bacterias 
procedentes de ambientes no salinos que al encontrarse en un medio salino 
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(la ría de Huelva) hayan desarrollado resistencias en su proceso de 
adaptación a ese ambiente, o adquisición de las mismas por co-selección de 
elementos genéticos de resistencia a metales (Bezverbnaya et al. 2005). 
Existen pocos estudios referentes a estos procesos de adaptación y a su 
efecto sobre la resistencia a antibióticos, pero en los realizados se han visto 
efectos de este último tipo (Lee et al. 2012, Yoon et al. 2013, Al-Nabulsi et al. 
2015). 
En cualquier caso, podemos afirmar que las bacterias resistentes a 
Ap aisladas de la Ría de Huelva presentan un alto índice de resistencia 
múltiple a antibióticos, con 96,4% de los aislados de la ría resistentes a 3 o 
más antibióticos (figura 10). Aunque la mayor parte de las resistencias de 
bacterias medioambientales podrían ser intrínsecas (Fajardo et al. 2008, 
Lupo et al. 2012), determinar el nivel de las que puedan ser transmisibles 
podría ayudar a determinar las posibilidades de diseminación de la 
resistencia a bacterias patógenas y constituir un riesgo para la salud de las 
personas y animales. 
5.3.1.1. Análisis estadístico de la distribución de los aislados 
resistentes a cada antibiótico según las zonas de muestreo y los medios 
de cultivo 
Los resultados recogidos en las tablas 11 y 12 muestran que la 
distribución de la resistencia a los distintos antibióticos no es aleatoria sino 
que para cada antibiótico existe una distribución distinta según la muestra o 
la fase y según los medios de cultivo. 
Por lo general se observa una mayor proporción de aislados 
resistentes a cada antibiótico entre los obtenidos del sedimento que entre los 
de las muestras de aguas correspondientes de las dos zonas de muestreo, 
lo que podría reflejar la presencia de distinta diversidad de especies en 
ambas fases, o la existencia de algún factor que originase una acumulación 
de especies resistentes en los sedimentos tal como se ha discutido 
anteriormente. La resistencia más comúnmente encontrada entre los aislados 
de las fases líquidas de ambas zonas y para los del sedimento de la zona H1 
fue a Sm, mientras que entre los del sedimento de la zona H2 fue a Tm y, 
muy de cerca, a Nx y a Sm. Por tanto en su conjunto la resistencia a Sm fue 
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la más común en el conjunto de aislados de la ría. Un alto número de aislados 
resistentes a Ap y a Sm se han descrito también en estudios de aguas de la 
costa oriental del mar Mediterráneo (Matyar 2012). 
Al comparar los aislados procedentes de las fases equivalentes de las 
dos zonas de muestreo (tabla 11), no encontramos diferencias 
estadísticamente significativas en los porcentajes de aislados resistentes a la 
mayoría de los antibióticos, siendo las diferencias mínimas. En el caso de las 
fases líquidas fueron ligeramente mayores en los de la zona H1 para ocho de 
los diez antibióticos, mientras que en los sedimentos ligeramente mayores en 
los de la zona H2 para siete de los diez antibióticos. Según esto, las 
actividades de las industrias tendrían poco impacto sobre los antibióticos 
concretos a los que los aislados de la ría de Huelva son resistentes, o bien 
que la contaminación por el aporte de metales pesados y otras substancias 
a la ría procedentes de las industrias, y de antibióticos y bacterias 
procedentes de la EDAR se extiende por toda la ría debido a las mareas, 
homogeneizando toda la zona en cuanto a los determinantes de resistencia 
a antibióticos existentes, principalmente en las fases líquidas. No obstante se 
ha podido detectar una cierta diferencia en la composición en metales 
pesados entre los sedimentos de ambas zonas analizadas en contra de una 
homogeneización completa de la ría. 
Analizando los porcentajes de aislados obtenidos sobre medio marino 
o nutritivo que son resistentes a antibióticos individuales (tabla 12) se observa 
que para seis de los antibióticos son mayores entre los de medio nutritivo, 
aunque las diferencias con los de medio marino son significativas solo en los 
casos de Cc, Cz, Em, Tm y Vm. Las mayores diferencias en porcentajes entre 
los dos medios se dan para Tc muy frecuente entre los de medio marino, y 
para Em más frecuente entre los de medio nutritivo. La resistencia más 
común entre los aislados en medio marino es a Tc y entre los de nutritivo a 
Tm. Un alto porcentaje de aislados resistentes a Tc también ha sido 
detectado en las aguas del mar Báltico (Moskot et al. 2012). Las posibles 
razones de la importante prevalencia de la resistencia a Tc en los aislados 
sobre medo marino ha sido discutida anteriormente (véase apartado 5.3.1.) 
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5.3.1.2. Biodiversidad de los aislados resistentes a ampicilina de la ría 
de Huelva 
Las 8 clases filogenéticas encontradas en los aislados de la ría se 
hallaron tanto en la zona H1 como en la zona H2, aunque en diferentes 
proporciones. El movimiento de agua en la ría podría estar jugando un papel 
importante para la homogeneización de la composición bacteriana de ambas 
zonas haciendo que, a nivel de clase y de género, la mayoría de los aislados 
sean comunes en ambas, si bien no parece que el efecto de las mareas haya 
sido suficiente para homogeneizar completamente ambas zonas al haberse 
encontrado géneros distintos específicamente en una u otra zona. La 
composición filogenética a nivel de clase de los aislados Apr que hemos 
aislado en nuestro estudio no difiere mucho de la diversidad del 
bacterioplancton detectada en otros estuarios o medios marinos (Selje et al. 
2005, Jamieson et al. 2012, Du et al. 2013, Sjöstedt et al. 2014) Algunos 
estudios han analizado variaciones espacio-temporales en zonas costeras, 
observado que las temporales son importantes pero no las espaciales (Meziti 
et al. 2015), sin embargo en otros, si han sido detectadas diferencias entre 
zonas de estuario y río arriba (Hewson y Fuhrman 2004). Es complicado 
comparar los resultados de distintos estudios ya que numerosas variables 
son diferentes entre ellos y en muchos casos los niveles taxonómicos a los 
que se llegan son de bajo nivel (agrupación en OTUs sin identificación 
(Pommier et al. 2007), o clases (p.ej. Jamieson et al. 2012, Du et al. 2013)). 
La resolución que se tiene a nivel de clase puede no ser suficiente en algunos 
casos para detectar variaciones significativas. La diversidad de clases 
observada entre nuestros aislados en medio marino es algo mayor con 
respecto a la de los de nutritivo (figura 8B), lo que reflejaría, si dejamos aparte 
que el número de aislados en medio nutritivo es inferior, el origen 
esencialmente marino de las muestras. La diversidad de clases de bacterias 
observada en los aislados en medio nutritivo de la zona H2 es menor que en 
la zona H1, hecho que podría tener relación con la mayor influencia del mar 
que tiene la primera u la presencia diferencial de contaminantes en las dos 
zonas. 
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Los aislados de la ría se han asignado a 51 géneros (tabla 13), siendo 
la mayoría de ellos comunes a ambas zonas de muestreo y entre los cuales 
los más abundantes dentro de cada clase fueron: Erythrobacter 
(Alphaproteobacteria), Bacillus (Bacilli), Pseudoalteromonas 
(Gammaproteobacteria), Microbacterium (Actinobacteria), Mesonia 
(Flavobacteriia), Achromobacter (Betaproteobacteria), Sphingobacterium 
(Sphingobacteriia) y Algoriphagus (Cytophagia). En un estudio realizado 
sobre muestras de aguas profundas del mar Mediterráneo, en el que se han 
llegado a identificar por métodos metagenómicos algunos géneros (Zaballos 
et al. 2006), se han detectado secuencias mayoritarias pertenecientes al 
género Erythrobacter, en la clase mayoritaria Alphaproteobacteria, y al 
género Pseudoalteromonas, perteneciente a las gammaproteobacterias, sin 
embargo no se detectaron ninguno de los otros géneros detectados en 
nuestro estudio. 
Entre las especies más representadas de los géneros más 
abundantes destacaron Erythrobacter gangjinensis, Erythrobacter citreus y 
Erythrobacter vulgaris, que fueron aislados de casi todas las muestras sobre 
medio marino y las dos primeras también de H2S-N. Entre las de los demás 
géneros más abundantes, destacaron por su abundancia Bacillus galliciensis, 
solo encontrada en H1L-M, Pseudoalteromonas tetraodonis, encontrada en 
H1S-M y H2L-M, Microbacterium sp., que se encontró en ambas zonas sobre 
medio marino y también sobre nutritivo en la zona H1, Mesonia algae, 
encontrada en las aguas de las dos zonas sobre medio marino, 
Achromobacter xylosoxidans, encontrada solo en el sedimento de la zona H1 
sobre ambos medios de cultivo, Sphingobacterium hotanense, que se 
encontró solo sobre medio nutritivo a partir del sedimento de la zona H1 y de 
la fase líquida de la H2, y Algoriphagus antarcticus, encontrada sobre medio 
marino en las aguas de ambas zonas. Los porcentajes de identidad de las 
secuencias obtenidas con las de las de GenBank fueron en estas especies 
mayoritarias desde 97 a 100%, según el caso (tabla 14). 
Podría parecer en principio curioso que bacterias como E. coli o los 
enterococos, relevantes como indicadores de contaminación fecal, no 
aparezcan entre nuestros aislados, teniendo en cuenta el vertido de la EDAR 
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de Huelva en la zona estudiada, sin embargo estas bacterias no parece que 
sean prevalentes en aguas residuales (revisado en Vaz-Moreira et al. 2014), 
y quizás las condiciones salinas y de contaminación por metales u otras 
sustancias tóxicas, harían desaparecer este tipo de bacterias en el 
ecosistema. En aguas residuales sin embargo son abundantes otro tipo de 
bacterias incluyendo proteobacterias (alfa-, beta- y gamma-) y miembros del 
género Bacillus, en los cuales recientemente se ha demostrado que existen 
plásmidos relevantes como vectores de transmisión de resistencias a Tc o 
macrólidos (como Em) y de genes responsables de la multirresistencia a 
drogas en estos ambientes (Zhang et al. 2011) que pudieran haber influido 
en los niveles de resistentes en la ría. 
Algunas de las especies identificadas se han descrito como 
patógenos humanos, en la mayoría de los casos patógenos poco frecuentes, 
o de peces o aves (tabla 31). Aunque en la mayor parte de las especies solo 
se han descrito algunos casos de infecciones oportunistas, en ocasiones 
éstas han llegado a producir sepsis. La presencia de estas especies 
multirresistentes en la ría podría ser relevante desde el punto de vista de la 
salud pública, la acuicultura y la protección de la fauna avícola, de forma 
directa, por infección, o indirecta por el carácter multirresistente a antibióticos 
de estas especies en el caso de que todas o algunas de estas resistencias 
pudieran ser transmisibles a otras bacterias patógenas. 
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Tabla 31. Posible patogenicidad de las especies encontradas en la ría de Huelva, según la 
literatura. + descrita como patógena, -No descrita como patógena, +n, n artículos de 
patogenicidad, p, patógena en peces, a, patógeno en aves, +/- según especie indicada, o 
unas especies si y otras no. 
Considerando las muestras en su totalidad y las zonas H1 y H2 por 
separado, los valores de los índices de biodiversidad (tabla 15) indican una 
elevada biodiversidad a nivel de especie entre los aislados seleccionados, 
que es mayor entre los aislados en medio marino y entre los obtenidos de las 
fases líquidas. Este último dato podría estar relacionado con la cantidad de 
aislados seleccionados de una fase u otra, lo cual influiría directa o 
indirectamente en los cálculos de los índices de biodiversidad realizados 
(Moreno 2001). De esta forma, podemos afirmar que existe una considerable 
diversidad a nivel de especie entre las bacterias resistentes a Ap 
seleccionadas de la ría. 
5.3.1.3. Distribución de la resistencia a los antibióticos entre los 
aislados asignados filogenéticamente 
El análisis de la distribución de aislados según su género en relación 
a sus perfiles de resistencia, muestra como un porcentaje elevado de los 
Especie 
Nº 
ais. 
Patog. Ref. 
Achromobacter xylosoxidans 2 + Turel et al. (2013) 
Bacillus cereus 1 + Logan (2012) 
Bacillus 
cereus/thuringiensis/anthracis 
4 + Logan (2012) 
Bacillus licheniformis 3 +1 Jeon et al. (2012) 
Brevundimonas diminuta 5 + Lu et al. (2013) 
Brevundimonas vesicularis/olei 5 +/- Gupta et al. (2014) 
Cellulosimicrobium 
cellulans/funkei 
6 +1/
+1 
Magro-Checa et al. (2011), Petkar et al. 
(2011) Chitinophaga terrae/ 
jiangningensis 
1 +1/- Crémet et al. (2009) 
Lysinibacillus fusiformis 3 +1 Wenzler et al. (2015) 
Lysinibacillus sphaericus 1 +1 Wenzler et al. (2015) 
Methylobacterium sp. 1 +/- Kovaleva et al. (2014) 
Microbacterium sp. 18 +/- Buss et al. (2014) 
Mycobacterium peregrinum 1 +1,
+1a 
Kamijo et al. (2012), Liu et al. (2013) 
Neisseria sp. 1 +/- Liu et al. (2015) 
Ochrobactrum 
anthropi/intermedium 
2 +/+ Mudshingkar et al. 2013, Chai et al. (2015) 
Ochrobactrum intermedium 1 + Chai et al. (2015) 
Ochrobactrum 
pseudogrignonense/anthropi 
1 -/+ Mudshingkar et al. 2013 
Pseudomonas mendocina 1 + Nseir et al. 2013 
Pseudomonas pseudoalcaligenes 4 +1 Hage et al. 2013 
Pseudomonas putida 1 + Kim et al. (2012) 
Pseudomonas stutzeri 1 +3 Campos-Herrero et al. (1997), Bello 2007 
Stenotrophomonas maltophilia 4 + Sumida et al. (2015) 
Tenacibaculum gallaicum  4 +p Piñeiro-Vidal et al. (2008) 
Tsukamurella inchonensis 1 + Ochi et al. (2015) 
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aislados (≥90%) de distintos géneros es resistente a uno o más antibióticos 
(Figuras 12 y 13). 
La resistencia intrínseca es en algunos géneros y especies la forma 
más común de resistencia, incluyéndose en este concepto las resistencias 
debidas a genes cromosomales y las debidas a bombas de eflujo específicas 
o no específicas (Alvarez-Ortega et al. 2011, Cox y Wright 2013), las cuales, 
en algunos casos, pueden estar codificadas o controladas por elementos 
genéticos transmisibles (Jiang et al. 2015, Hooper y Jacoby 2015). Se 
considera que si la resistencia es intrínseca debe mostrarse en todos (Walsh 
y Duffy 2013), o casi todos los miembros del grupo al que se asigna. Algunas 
de estas resistencias pueden, sin embargo, aparecer o desaparecer en 
algunos miembros del mismo género por mutaciones (Vaz-Moreira et al. 
2014). Por esta razón hemos considerado una resistencia intrínseca aquella 
que se observa en un porcentaje ≥90% de los aislados. 
Para determinar este carácter, se han considerado agrupaciones por 
géneros, pero solo se han tenido en cuenta aquellos de los se disponía de al 
menos ocho aislados, con el fin de que la adscripción estuviera sustentada 
por un número significativo de estos. No se consideraron dentro de cada zona 
de muestreo, fases o medios de aislamiento ya que no se tendría 
representación suficiente de muchos de los géneros en estos subgrupos de 
aislados. Por la misma razón no se consideraron análisis a nivel de especie. 
Con este criterio, se analizaron catorce géneros y se determinó que, solo 
cuatro no mostraron resistencia intrínseca a ningún antibiótico: 
Microbacterium, Paenibacillus, Pseudoalteromonas y Pseudomonas (figura 
12). El caso de Pseudomonas es curioso ya que, el hecho de no aparecer 
como intrínsecamente resistente a ningún antibiótico contrasta con la 
consideración generalmente aceptada de que miembros de este género 
presentan resistencias que, en su mayoría, serían intrínsecas, sobre todo en 
el caso de la especie patógena P. aeruginosa (Fajardo et al. 2008, Alvarez-
Ortega et al. 2011), aunque esta especie concreta no ha sido aislada de la 
ría. La comparación en el carácter intrínseco de la resistencia a ciertos 
antibióticos entre bacterias de origen ambiental y clínico muestra algunas 
discrepancias (Walsh y Duffy 2013). En concreto para las Pseudomonadales 
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se encuentra discrepancia en la resistencia a Tc, entre otros. Mientras que 
los aislados de suelo muestran ser intrínsecamente resistentes a Tc, no lo 
son los de origen clínico, ni, como hemos indicado, los aislados por nosotros. 
Los aislados del género Bacillus de la ría se muestran mayoritariamente 
resistentes a Tm al igual que los de suelo (Walsh y Duffy 2013) del orden 
Bacillales, pero no los de origen clínico. Estos últimos se consideran también 
intrínsecamente resistentes a Vm, pero no los de suelo, ni los de la ría. Estos 
resultados están de acuerdo con las conclusiones de Walsh y Duffy quienes 
sugieren que el desarrollo de resistencias intrínsecas puede haber ido por 
líneas diferentes en distintos ambientes, incluyendo los clínicos. 
Analizando la prevalencia de la resistencia a cada antibiótico entre los 
géneros (figura 13), observamos que los niveles de aislados resistentes a Cc 
o Rp son, salvo alguna excepción, bajos. Para los demás antibióticos 
aparecen en general al menos un género en el que la resistencia está muy 
extendida, con la mayoría de los antibióticos mostrando una falta de efecto 
sobre un número de géneros importante, con el máximo para Sm con siete 
géneros. La falta de aislados resistentes a Cc podría deberse a un uso muy 
limitado de su aplicación clínica en los países desarrollados debido a su 
toxicidad, y por ello la existencia de una baja presión selectiva de este 
antibiótico en el medio ambiente, pero también en bacterias de origen clínico, 
lo que está haciendo plantearse su reintroducción en la farmacopea para 
determinados casos (Mir y Abbas 2010). Se ha descrito que la resistencia a 
Rp en las bacterias patógenas conlleva un elevado coste en el fitness de la 
bacteria, quizás esta pueda ser una razón por la que en ambientes en los que 
la ausencia del antibiótico no justifica el gasto, estos genes de resistencia 
podrían ser escasos (Hall et al. 2011). 
Aunque la transmisibilidad de los genes responsables de las 
resistencias intrínsecas se supone que no pueden ocurrir, al menos con alta 
frecuencia, no debemos considerarlo imposible (Vaz-Moreira et al. 2014), ya 
que es concebible que pudieran llegar a ser transmisibles dependiendo de su 
mecanismo y la existencia de elementos genéticos que las pudieran 
transportar. No obstante, con un criterio conservador, podríamos considerar 
las resistencias que no aparecen como intrínsecas con mayor probabilidad 
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de poder ser transmitidas ya que serían resistencias adquiridas y, en algunos 
casos, posiblemente transmisibles por estar codificadas en elementos 
genéticos móviles. La adquisición de este tipo de resistencias podría ser 
debida a mutaciones y selección de los genes mutados o a la adquisición de 
materiales genéticos procedentes de otras bacterias resistentes, mediante 
mecanismos de transferencia horizontal de genes. La existencia entre 
nuestros aislados de un considerable nivel de resistencias que pudieran ser 
de este tipo (principalmente a Tm, Sm o Nx) hace pensar en que, si estos 
determinantes estuviesen en elementos móviles, podrían actuar como focos 
de difusión de dichas resistencias. En estudios futuros se estudiará la 
presencia en los aislados disponibles de elementos como integrones o 
plásmidos que pudieran intervenir en la acumulación y difusión de éstas. 
5.3.1.4. Asociación de las resistencias a dos antibióticos según los 
géneros 
Los resultados de los estudios de concordancia (tabla 16) en la 
resistencia no intrínseca simultánea a dos antibióticos, considerando todas 
las bacterias aisladas de la ría, muestran en general valores bajos del índice 
kappa, con un grado de concordancia apenas moderado para algunas 
parejas. Esto sugiere que, aunque existe cierta probabilidad, esta es baja de 
que los determinantes de estas parejas de resistencias estén asociados y se 
transmitan conjuntamente. Al estar considerando aislados de toda la ría en 
conjunto, para que apareciesen concordancias buenas, deberían haberse 
homogenizado en la población con transferencia de elementos genéticos muy 
promiscuos, ya que la diversidad de bacterias es elevada. 
Por el contrario, analizando las concordancias dentro de cada género 
(tabla 16) , se observó un gran número de concordancias buenas y muy 
buenas principalmente entre los aislados dentro de cada uno de los géneros: 
indicando que los antibióticos asociados en cada pareja podrían estar 
compartiendo mecanismos de resistencia o que en estos aislados los genes 
de resistencia a estos antibióticos estarían ubicados en un mismo elemento 
genético transferible entre los miembros del género concreto en el que se han 
encontrado. Puesto que los mecanismos de acción conocidos de los 
antibióticos que forman las parejas de máxima concordancia no parecen ser 
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comunes, deberíamos considerar como probable la existencia de elementos 
genéticos móviles que contengan conjuntamente los determinantes 
responsables de las resistencias o la existencia de sistemas de entrada-
expulsión comunes a los antibióticos de cada pareja asociada en cada 
género. En particular en los aislados del género Paenibacillus un elevado 
número de concordancias podrían sugerir la existencia de un elemento 
genético transferible entre especies de este género que contuviera varios 
genes de resistencia a distintos antibióticos, tal vez formando parte de un 
integrón, o bien varios elementos compatibles con distintas agrupaciones de 
genes de resistencia. Se han descrito aislados del género Paenibacillus 
multirresistentes debido a la presencia de varios genes de resistencia a 
diferentes antibióticos en un único elemento móvil (Patel et al. 2000, 
Guardabassi et al. 2004, Pednekar et al. 2010, Soundarapandian et al. 2013), 
y se ha conseguido la transformación de E. coli con uno de estos plásmidos 
con genes de resistencia para once antibióticos, confiriéndole a esta bacteria 
resistencia a los antibióticos probados (Soundarapandian et al. 2013). La 
disponibilidad de los aislados permitirá analizaren el futuro la existencia de 
tales elementos genéticos y los determinantes de resistencia que portan, así 
como las posibilidades de transferencia de los mismos. 
5.3.2. Chorrera de Despeñalagua 
Se siguió el mismo procedimiento descrito para el aislamiento de 
bacterias resistentes a Ap de la ría de Huelva, aunque en el sistema de la 
Chorrera de Despeñalagua la diversidad fenotípica de las colonias 
encontradas fue inferior. 
Se aislaron un mayor número de bacterias sobre medio nutritivo 
(56,6%) que sobre medio marino. La abundancia de bacterias capaces de 
crecer en medio marino a partir de muestras con baja concentración salina 
es cuanto menos llamativa, ya que las concentraciones salinas de las 
muestras fueron bajas, correspondiendo a un sistema de agua dulce. El 
mayor número de bacterias aisladas sobre medio marino procedieron de la 
zona G2. 
Se utilizó las misma aproximación descrita para la ría de Huelva a la 
hora de aislar las bacterias resistentes a Ap y los aislados se caracterizaron 
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de igual forma, determinándose los perfiles de resistencia a los otros 10 
antibióticos y encontrándose 92 perfiles en este caso (anexo 2), lo que indica 
una alta diversidad en la resistencia a los antibióticos entre los aislados 
seleccionados, aunque ésta es inferior a la observada en la ría de Huelva con 
143 perfiles. Esto podría estar relacionado con la naturaleza poco 
contaminada o cuasi prístina del sistema de la Chorrera de Despeñalagua, 
con posiblemente menor presencia de tóxicos, antibióticos y metales 
pesados, que pudieran ejercer presión selectiva de bacterias resistentes. 
Otro factor a tener en cuenta sería la menor diversidad filogenética a nivel de 
especie detectada entre los aislados de este ecosistema con predominio de 
las del género Pseudomonas. 
Se determinó igualmente el valor del índice MAR de los aislados 
individualmente y considerando distintos grupos según procedencia y medios 
de aislamiento (figura 15, tabla 18). Los índices MAR más frecuentes, 
considerando todos los aislados de la Chorrera, fueron relativamente bajos, 
correspondiendo a la resistencia a seis de los once antibióticos utilizados. Sin 
embargo se determinó un valor promedio de resistencia equivalente a la de 
siete de los antibióticos. Estos datos indicarían un nivel de multirresistencia 
similar al de la ría de Huelva pero una distribución más homogénea de la 
multirresistencia de los aislados y una frecuencia más baja de aislados con 
altos niveles de ésta. Los índices MAR indicarían un mayor nivel de 
multirresistencia entre los aislados sobre medio marino con una alta 
frecuencia de aislados en este medio con resistencia a ocho (moda 0,73) o a 
nueve (moda 0,82) de los antibióticos usados, y valores promedio de 
resistencia a ocho antibióticos (mediana 0,73). Es curioso que en este 
sistema, al igual que ocurría con el de la ría de Huelva, los mayores niveles 
de multirresistencia se observen para un grupo de aislados, en este caso los 
obtenidos sobre medio marino, que son minoritarios en el sistema de la 
Chorrera, un sistema de agua dulce. Las posibles razones de este efecto ya 
han sido discutidas en el caso del análisis de los resultados de las muestras 
de la ría de Huelva. En este caso la adaptación de bacterias de un medio de 
bajo contenido salino a otro de mayor salinidad estaría apoyado por algunos 
estudios publicados en los que lo que la adaptación de bacterias a 
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condiciones de mayor osmolaridad supone una disminución de la 
susceptibilidad de las mismas a distintos antibióticos. Estos estudios 
realizados principalmente sobre bacterias patógenas podrían indicar cambios 
en la expresión génica que podrían ser en algunos casos permanentes 
(véase apartado 5.2.1.). Si este efecto se produce también en bacterias 
ambientales diversas está aún por determinar y esta hipótesis podrá ser 
analizada en el futuro al disponer de los aislados que manifiestan en su 
conjunto este fenómeno. 
Aunque el índice MAR se suele usar como un indicador del nivel de 
multirresistencia (Paul et al. 1997, Riaz y Bashir 2015), puede verse afectado 
por el empleo en su cálculo de diferentes número y tipo de antibióticos, 
distintas concentraciones de éstos o por el empleo de diferentes métodos de 
determinación de la resistencia, por lo que su comparación entre distintos 
estudios debe hacerse con cierta precaución. Solo manteniendo constantes 
esos parámetros su comparación es completamente pertinente. No obstante 
hemos querido revisar otros estudios en los que dicho parámetro se ha 
determinado. Consideraremos el valor de la mediana del índice MAR de los 
aislados de la Chorrera que fue 0,64 (resistencia a siete de once antibióticos) 
como el representativo de los aislados de este ecosistema. 
En el estudio de Voolaid y cols. (2012), para el conjunto de aislados 
de un río no contaminado, se determinó un valor del índice MAR de 0,50 (diez 
antibióticos probados). En otro estudio similar, llevado a cabo sobre lagos 
oligotróficos de Brasil, con distintos niveles de influencia antropogénica, el 
promedio de éste índice MAR fue de 0,52 (nueve antibióticos probados) 
(Pontes et al. 2009). Ya que el 51,1% de los aislados de la Chorrera 
identificados son del género Pseudomonas (tabla 22), y que bacterias de este 
género son consideradas como altamente multirresistentes (Li et al. 1994, 
Poole 2011), se ha calculado la mediana del índice MAR considerando solo 
este género y resultó ser de 0,64, con valores individuales de los aislados en 
el rango 0,20-1,00. Excluyendo el género Pseudomonas, el índice MAR 
promedio de los aislados identificados sería de 0,55. Efectivamente esto nos 
indica que los miembros de este género muestran niveles de multirresistencia 
mayor que el resto y su presencia entre los aislados hace subir el valor de 
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índice MAR promedio global, indicando un menor nivel de multirresistencia 
entre los aislados de la Chorrera con respecto a los de la ría, si no tenemos 
en cuenta el género Pseudomonas altamente resistente. Blasco y cols. (2008) 
analizaron aislados del género Pseudomonas (P. aeruginosa) de ambientes 
no contaminados con antibióticos, y describieron un índice MAR (23 
antibióticos probados) algo superior a 0,50 con valores individuales de 0,30-
0,70, lo que aparentemente indicaría un cierto nivel superior de 
multirresistencia en las Pseudomonas encontradas en la Chorrera de 
Despeñalagua, aunque el índice MAR descrito por Blasco y cols. corresponde 
a la resistencia a más de once antibióticos por término medio y, por tanto, 
estas Pseudomonas, todas ellas identificadas como P. aeruginosa, serían en 
realidad mucho más multirresistentes que las de la Chorrera de 
Despeñalagua.  
5.3.2.1. Análisis estadístico de la distribución de los aislados 
resistentes a cada antibiótico según las zonas de muestreo y los medios 
de cultivo 
Los resultados obtenidos indican una resistencia diferencial de los 
aislados de las dos zonas muestreadas a algunos de los antibióticos 
empleados (tabla 19). Esto podría estar relacionado con la existencia de 
poblaciones filogenéticamente diferentes entre los aislados a partir de una u 
otra zona, con resistencias intrínsecas diferentes, con la acumulación de 
elementos genéticos responsables de las resistencias a estos antibióticos 
específicamente en uno u otro ambiente o con que la proporción de aislados 
de cada zona obtenidos sobre medio marino o nutritivo es diferente y hay un 
efecto del medio sobre la resistencia detectada. El hecho de haber 
encontrado un número de perfiles de resistencia mayor en G2 que en G1 y 
en el caso de G2, un número mayor entre los aislados sobre medio marino 
que entre los de nutritivo, podría ser la causa de la agrupación de la 
resistencia a ciertos antibióticos de forma preferente en una u otra zona. En 
este sentido también la distribución de resistencias según el medio de 
aislamiento muestra algunas diferencias (tabla 20). El que las diferencias en 
porcentajes de aislados resistentes a Nx y Tc entre los de medio nutritivo y 
marino, en favor de este último, se observe también entre G1 y G2, en favor 
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de esta última, puede deberse a la predominancia de los aislados en medio 
marino entre los de G2 (véase apartado 4.2.4.1), aunque las diferencias 
observadas son mucho mayores entre los medios que entre las muestras. 
Aunque la diferencia en porcentaje de aislados es inferior, también es 
significativa la detectada para la resistencia a Tm en favor de los de medio 
marino, y también en este caso correlaciona con una diferencia significativa 
de la misma resistencia entre los procedentes de G1 y G2, en favor de esta 
última. Igualmente sucede si consideramos aquellas resistencias con 
diferencias estadísticamente significativas en porcentaje de aislados en favor 
de los de medio nutritivo y en favor de los de la zona G1, como es el caso de 
las resistencias a Cc, Em, o Sm. Las resistencias a Rp o a Vm también 
aparecen en mayor porcentaje en nutritivo y en G1. Sin embargo, algunas 
resistencias no muestran diferencias que se puedan correlacionar entre 
medios y muestras, así la resistencia a Cz, significativamente más frecuente 
entre los aislados sobre nutritivo que entre los de marino, es algo más 
frecuente entre los de G2 que entre los de G1. Estos datos sugieren que, 
aunque con alguna excepción, las diferencias observadas en cuanto a la 
prevalencia de las resistencias a los antibióticos entre los aislados de las 
zonas de muestreo, se deben a la distinta representación entre los aislados 
de ambas zonas de los obtenidos sobre uno u otro medio, y por tanto 
posiblemente no es una diferencia real entre los aislados según las zonas, 
sino una diferencia entre las resistencias mostradas por los aislados según el 
medio en que fueron obtenidos, sea ésta debida a una biodiversidad 
diferencial o a otras causas. 
5.3.2.2. Biodiversidad de los aislados resistentes a ampicilina de la 
Chorrera de Despeñalagua 
La distribución de los aislados por clases, mostró una alta prevalencia 
de los de la clase Gammaproteobacteria (figura 16), siendo la siguiente clase 
más abundante Alphaproteobacteria entre los de la zona G1 y Bacilli entre 
los de la zona G2. Entre los procedentes de la zona G1 hubo más diferencia 
en la representación de clases entre los aislados sobre uno u otro medio de 
cultivo. En conjunto los géneros más representados entre las clases más 
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abundantes fueron Pseudomonas (Gammaproteobacteria), Bacillus (Bacilli) 
y Phyllobacterium (Alphaproteobacteria) (tabla 21). 
Considerando todos los aislados de la Chorrera de Despeñalagua, la 
distribución a nivel de clase difiere de la descrita para los lagos oligotróficos 
de Brasil estudiados por Pontes y cols. (2009), aunque la mayoritaria fue la 
clase Gammaproteobacteria, con porcentajes elevados, 89% en el estudio de 
Pontes y cols. y casi 78% en nuestro estudio (tabla 21). La distribución de los 
demás aislados fue diferente perteneciendo a clases que aparecieron en 
nuestro estudio y que no estaban representadas en el de Pontes y cols., como 
Bacilli y Alphaproteobacteria. A nivel de género, cinco de los veinte que 
encontramos en la Chorrera de Despeñalagua son comunes a los detectados 
por Pontes y cols., Pseudomonas, Aeromonas, Stenotrophomonas, Serratia 
y Enterobacter, aunque la distribución de éstos dentro de cada clase difiere 
considerablemente, siendo especialmente notorio el menor porcentaje de 
miembros del género Pseudomonas entre las gammaproteobacterias, un 
13,2%, frente a las encontradas por nosotros, un 65,8%. En el estudio 
mencionado se detectaron catorce géneros, y por tanto menor diversidad que 
la analizada en nuestro caso. 
En el estudio publicado por Blasco y cols. (2008) se seleccionaron y 
estudiaron bacterias de solo tres géneros potencialmente patógenos 
incluyendo Aeromonas y Pseudomonas, mediante el empleo de placas con 
medios selectivos, por lo que no podemos comparar la diversidad de nuestros 
aislados con la de este estudio, aunque entre nuestros aislados se han 
encontrado miembros de los dos géneros indicados. A nivel de especie, los 
60 aislados obtenidos por estos investigadores fueron identificadas como P. 
aeruginosa, lo cual es sorprendente en vista de la diversidad de especies 
detectadas por nosotros. Quizás el empleo de medios selectivos haya dado 
lugar a un sesgo en las especies detectadas por estos autores, aunque 
ciertamente esta especie es la más asociada habitualmente con 
patogenicidad, y estas bacterias eran las de interés en su estudio. 
Por último, en el trabajo de Voolaid y cols. (2012) se encontraron 
mayoritariamente bacterias de la clase Gammaproteobacteria, con un 58% 
de los representantes de esta clase del género Pseudomonas. Este resultado 
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concuerda con el obtenido en nuestro estudio en cuanto a una elevada 
población de bacterias de este género. En su conjunto los aislados del río 
Emajõgi (Estonia) fueron más diversos (9 clases, 59 géneros) que los 
nuestros, lo que puede estar relacionado con el análisis de un número mayor 
de aislados (760) que en nuestro estudio. Habría que señalar aquí que los 
aislados obtenidos por este grupo fueron seleccionados específicamente por 
su resistencia a cada uno de los cinco antibióticos empleados en el estudio 
(Ap, Cc, Km, norfloxacino y Tc). 
La especie más frecuentemente encontrada entre los aislados del 
género Pseudomonas (tabla 22) fue, P. fluorescens, aunque un gran número 
de los aislados de este género no pudieron ser asignados a una especie 
concreta, ni siquiera cuando se utilizó la secuencia del gen del factor σ70 
(rpoD) (tabla 23), propuesta por algunos autores como de utilidad en estudios 
filogenéticos en este género (Mulet et al. 2009, Sánchez et al. 2014). 
Tampoco en el caso del género Bacillus la secuencia de los genes de ARNr 
16S permitió identificar la mayor parte de los aislados, al tener cada 
secuencia una elevada similitud con las de varias especies de este género. 
Todos los aislados del género Phyllobacterium, mayoritario entre la clase 
Alphaproteobacteria, fueron de la especie P. myrsinacearum. 
Cepas de algunas de las especies identificadas han sido involucradas 
en procesos patogénicos en humanos, peces, plantas y hongos de interés 
comercial (tabla 32). Ciertas especies se han encontrado en unos pocos 
casos mientras que otras, como las de los géneros Aeromonas, y 
Pseudomonas y algunas especies concretas como Pseudomonas 
aeruginosa, Serratia marscescens y Stenotrophomonas maltophilia son 
patógenos frecuentes produciendo infecciones graves (véanse refs. En tabla 
32). 
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Tabla 32. Posible patogenicidad de las especies encontradas en la Chorrera de 
Despeñalagua, según la literatura. + descrita como patógena, -No descrita como patógena, 
+1, un solo caso descrito, p, patógena en peces, pl, patógena en plantas, h, patógena de 
hongos +/- según especie indicada, o unas especies si y otras no. B.c.: B. cereus, B.a.: B. 
anthracis 
Especie 
Nº 
ais. 
Patog. Ref. 
Aeromonas hydrophila 2 + Janda y Abbott (2010) 
Aeromonas popofii 7 + Janda y Abbott (2010) 
Aeromonas salmonicida 5 +p Janda y Abbott (2010) 
Budvicia aquatica 2 +1 Corbin et al. (2007) 
Bacillus sp. 20 +B.c., 
B.a. 
Logan (2012) 
Chromobacterium 
haemolyticum 
1 + Okada et al. (2013), Takenaka et al. (2015) 
Enterobacter sp. 1 + Chen et al. (2015b) 
Klebsiella oxytoca 1 + Hagiya et al. (2015), Vergara-López et al. 
(2015) Microbacterium sp. 2 + Buss et al. (2014) 
Neisseria sp. 1 +/- Liu et al. (2015) 
Pseudomonas aeruginosa 4 + Oliver et al. (2015) 
Pseudomonas baetica 1 +p López et al. (2012) 
Pseudomonas 
baetica/koreensis 
1 +p/- Oliver et al. (2015) 
Pseudomonas corrugata 6 +pl Strano et al. (2015) 
Pseudomonas fluorescens 20 + Scales et al. (2014) 
Pseudomonas 
fluorescens/gessardii 
1 +/- Scales et al. (2014) 
Pseudomonas 
fluorescens/veronii 
1 +/+1 Scales et al. (2014), Cheuk et al. (2000) 
Pseudomonas 
frederiksbergensis/ficuserectae 
1 -/+pl Goto (1983) 
Pseudomonas putida 1 + Kim et al. (2012) 
Pseudomonas salomonii 4 +pl Gardan et al. (2002) 
Pseudomonas tolaasii 9 +h Chung et al. (2014) 
Pseudomonas veronii 6 +1 Cheuk et al. (2000) 
Rahnella aquatilis 5 + Kuzdan et al. (2015) 
Serratia marcescens 3 + Majumdar y Crum-Cianflone (2015) 
Stenotrophomonas maltophilia 2 + Sumida et al. (2015) 
La biodiversidad de los aislados filogenéticamente asignados 
obtenidos de la Chorrera de Despeñalagua (tabla 24) es inferior a la 
observada en los de la ría de Huelva, aunque en términos absolutos debemos 
considerarla como una diversidad elevada (véase apartado 3.7.3). La zona 
G1 parece ser algo más diversa en cuanto a especies, aunque con un menor 
número de perfiles de resistencia, que la zona G2, lo que podría indicar una 
mayor incidencia de mecanismos de transferencia horizontal de genes de 
resistencia que homogenicen estos perfiles. Los aislados sobre medio 
nutritivo son más diversos a nivel de especie que los procedentes de marino, 
reflejando la naturaleza no salina del ecosistema, al igual que en la ría de 
Huelva ocurría lo contrario al tratarse de un ecosistema esencialmente 
marino. Si consideramos en cada zona los aislados en uno u otro medio, en 
la zona G1 la diversidad es mayor entre los procedentes de medio nutritivo 
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que entre los de marino, relación que también se observa en la diversidad de 
perfiles de resistencia. En la zona G2, la diversidad parece ser similar entre 
los aislados procedentes de uno u otro medio, a pesar de que el porcentaje 
de aislados de esta zona sobre medio nutritivo fue mucho menor y también 
lo fue el número de perfiles de resistencia encontrados. 
5.3.2.3. Distribución de la resistencia a los antibióticos entre los 
aislados asignados filogenéticamente 
La resistencia de los aislados a los distintos antibióticos mostró 
porcentajes de resistentes que llegaban a ser, en algunos casos, de más del 
90% de los de casi todos los géneros analizados (véase apartado 4.2.4.5) 
(figuras 17 y 18), y por tanto fueron consideradas como intrínsecas. 
Para el género Aeromonas no se observó ninguna resistencia de este 
tipo (figura 17) y tampoco fue observada en los estudios de Blasco y cols. 
(2008), Pontes y cols. (2009) y Voolaid y cols. (2012), para ninguno de los 
antibióticos usados. En el estudio de Walsh y Duffy (2013), en el que se 
analizaron aislados de suelos, encontraron algunas bacterias del orden 
Aeromonadales intrínsecamente resistentes a varios antibióticos y entre ellos 
a Rp, Tm, Vm, pero no a Cc o Tc, aunque las de  ambientes clínicos no lo 
son para Tm o Vm (tabla 33). 
El género Bacillus fue intrínsecamente resistente a Cz y Tm (tabla 17), 
compartiendo este carácter para Tm con los aislados de este género de la ría 
de Huelva. Entre los de la ría el número de los resistentes a Cz fue también 
elevado aunque la resistencia no podía ser considerada intrínseca (figura 12). 
En la mayor parte de estudios sobre muestras de aguas no se ha descrito la 
presencia de bacterias del género Bacillus (Blasco et al. 2008, Pontes et al. 
2009, Voolaid et al. 2012), pero sí en el estudio de suelos de Walsh y Duffy 
en 2013 (tabla 33). En este caso se describió la presencia de bacterias del 
orden Bacillales con resistencia intrínseca a Cc, Rp, Tm y Vm, pero no a Tc, 
compartiendo con miembros del género Bacillus aislados por nosotros el 
carácter intrínseco de la resistencia a Tm y el no intrínseco de la 
correspondiente a Tc. En bacterias de origen clínico se describe como 
intrínseca la resistencia a Vm, mostrando de nuevo diferencias dependientes 
del origen de las bacterias ambientales de agua o suelos y clínicas. 
Discusión 
- 149 - 
 
El género Pseudomonas se mostró intrínsecamente resistente a Tm y 
Vm (figura 17), no coincidiendo con lo encontrado en el de la ría de Huelva, 
que no mostró ninguna resistencia intrínseca. En el estudio de Blasco y cols. 
(2008) se aislaron miembros de este género, observándose diferencias en 
los porcentajes de aislados resistentes a diversos antibióticos, incluyendo 
diferencias notables entre las distintas torres de refrigeración muestreadas. 
Las Pseudomonas spp. obtenidas de los embalses fueron intrínsecamente 
resistentes a Em, Nx y Vm entre otros, mientras que las de las torres de 
refrigeración lo fueron a Nx en todos los casos, y a Vm en alguna de las 
muestras. Ni los aislados de embalses ni los de las torres de refrigeración 
fueron intrínsecamente resistentes a Cc, Cz, Km y Rp. En este estudio no se 
utilizó Tm. En el estudio de Pontes y cols. (2009) no se usaron Tm ni Vm y, 
entre los usados, se mostraron intrínsecamente resistentes a Ap, Cc y Nx, 
pero no a Tc. Entre las bacterias de este género aisladas por Voolaid y cols. 
(2012), no se observaron resistencias intrínsecas a ninguno de los 
antibióticos que probaron incluyendo Ap, Cc, Km, y Tc. No se emplearon los 
antibióticos Tm ni Vm. La resistencia a Ap fue la más frecuente, pero solo un 
porcentaje alrededor del 80% fueron resistentes. Finalmente en el estudio 
sobre muestras de suelos realizado por Walsh y Duffy (2013), las resistencias 
de las bacterias del orden Pseudomonadales a Cc, Rp, Tc, Tm y Vm, fueron 
consideradas intrínsecas. De estas, las correspondientes a Cc y Tc no fueron 
consideradas como intrínsecas entre miembros de este género procedentes 
de ambientes clínicos. En este caso, los aislados de este género obtenidos 
por nosotros se parecerían a los de suelos y a los de origen clínico en su 
resistencia intrínseca a Tm y Vm, aunque no en el carácter intrínseco de las 
resistencias a Cc, Rp y Tc de los de suelos y a Rp de los clínicos (tabla 33). 
Los aislados del género Serratia obtenidos de la Chorrera se 
mostraron como intrínsecamente resistentes a Em, Rp y Vm (figura 17). Este 
género no fue encontrado en la ría de Huelva, ni fue seleccionado para su 
análisis en el estudio de Blasco y cols. (2008), y tampoco ha sido descrito en 
el estudio de Voolaid et al. (2012). Solo dos aislados de este género fueron 
estudiados por Pontes y cols. (2009) y no mostraron resistencia intrínseca a 
ninguno de los antibióticos probados. En el artículo de Walsh y Duffy (2013) 
Discusión 
- 150 - 
 
sí que aislaron bacterias de este género, aunque no indican cuantas. Estos 
autores describen que las bacterias del orden Enterobacteriales, entre las que 
se incluyen un 78% de aislados de este género, fueron intrínsecamente 
resistentes a Tm, Tc, Rp y Vm, además de a otros. No lo fueron a Cc, y Em 
no fue probada. Estos datos son parecidos a los encontrados en nuestro 
estudio ya que la resistencia a Rp y Vm es compartida y, entre nuestros 
aislados, la resistencia a Tm solo la presentaron un 87,1% de los de este 
género, pero fue intrínseca también en el género Rahnella (del mismo orden), 
que así mismo comparte el carácter intrínseco de la resistencia a Rp y Vm, 
aunque no a Em. La principal diferencia sería la resistencia a Tc. La 
resistencia de cepas clínicas de este orden es intrínseca a Rp y Vm, pero no 
a Tm, Tc o Cc, mostrando una concordancia entre cepas clínicas, del suelo y 
de las aguas estudiadas por nosotros en cuanto al carácter intrínseco de la 
resistencia a Rp y Vm, siendo o no resistentes intrínsecos a Tm o Tc según 
su origen y no siéndolo en cualquiera de los casos estudiados a Cc (tabla 33). 
Tabla 33. Comparación de las resistencias intrínsecas de género u orden encontradas en la 
ría de Huelva, en la Chorrera de Despeñalagua y en la bibliografía. N.E. género no 
encontrado, N.A. género no analizada, - resistencia intrínseca no detectada, Sedim.: 
sedimento, (CD)-Chorrera de Despeñalagua, (RH), ría de Huelva, (AD), muestras de agua 
dulce, (S) muestras de suelos, (C) muestras clínicas 
Estudio o 
referencia 
Tipo de 
muestra 
(Abrev.) 
Género 
Aero Baci Psdo Rahn Serr 
Chorrera de 
Despeñalagua 
Agua dulce 
(CD) 
- Cz, Tm Tm, Vm Rp, Tm, Vm Em, Rp, Vm 
Ría de Huelva 
Agua salada/ 
Sedim. (RH) 
N.E. Tm - N.E. N.E. 
Blasco et al. 2008 
Agua dulce 
(AD1) 
- N.A. Em, Nx, Vm N.A. N.A. 
Pontes et al. 2009 
Agua dulce 
(AD2) 
- N.E. Cc, Nx N.E. - 
Voolaid et al. 2012 
Agua dulce 
(AD3) 
- N.E. - N.E. N.E. 
Walsh y Duffy 
2013 
Suelos (S) 
Rp, Tm, 
Vm 
Cc, Rp, Tm, Vm Cc, Rp, Tc, Tm, 
Vm 
Rp, Tc, Tm, Vm 
Referido en Walsh 
y Duffy 2013 
Clínicas (C) Rp Vm Cc, Rp, Tm, Vm Rp, Vm 
Coincidencias 
  
 
 
Rp, (S/C) 
 
 
Tm (CD/RH/S) 
Vm (S/C) 
Cc (AD2/S/C) 
Nx (AD1/AD2) 
Rp (S/C) 
Tm (CD/S/C) 
Vm (CD/AD1/S/C) 
 
Rp (CD/S/C) 
Tm (CD/S) 
Vm(CD/S/C) 
 
Rp(CD/S/C) 
Vm(CD/S/C) 
En cuanto a los géneros con alta sensibilidad a ciertos antibióticos, se 
ha observado que todos salvo Phyllobacterium lo son a Sm. Este 
comportamiento se diferencia del mostrado frente a Km, otro aminoglicósido, 
lo que indica que en este ambiente la resistencia está más especializada 
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sobre Km que sobre Sm .Este efecto no se observó en los géneros analizados 
de la ría de Huelva en la que, para todos los géneros, el porcentaje de 
aislados Smr fue siempre mayor que el de Kmr. Entre los estudios que 
venimos comentado solo el de Pontes y cols. (2009) utilizó ambos 
antibióticos, observándose mayor abundancia de resistentes a uno u otro 
antibiótico según el género. Para los aislados del género Bacillus obtenidos 
de la Chorrera, la sensibilidad fue elevada solo al 50% de los antibióticos 
probados, lo que contrasta con los resultados de Walsh y Duffy (2013) 
quienes encontraron resistencias intrínsecas entre sus aislados del orden 
Bacillales para ocho de los diez antibióticos probados, y particularmente para 
los antibióticos Cc, Rp, y Vm, para los que los aislados resistentes de la 
Chorrera fueron poco abundantes. Los de la ría de Huelva fueron también 
mayoritariamente sensibles para prácticamente los mismos antibióticos con 
la diferencia entre los niveles de resistentes a Sm y Km indicada 
anteriormente puesta de manifiesto en este género. 
Aunque las resistencias intrínsecas son de gran importancia en los 
ambientes clínicos, podrían ser más difícilmente transferidas a otras bacterias 
debido a su propia naturaleza. Por su importancia clínica, se han propuesto 
como posibles dianas para el desarrollo de nuevos tipos de antibióticos en el 
futuro (Alvarez-Ortega et al. 2011), una vez se conozcan sus mecanismos de 
funcionamiento. En este sentido el estudio de las resistencias intrínsecas en 
bacterias ambientales puede ayudar a encontrar y conocer mejor esos 
posibles mecanismos, y la disponibilidad de bacterias ambientales que 
presentan este tipo de resistencias permitirá abordar este tipo de estudios. 
Las resistencias adquiridas, que pueden serlo por mutación o por 
transferencia horizontal de genes, podrían, al menos en las portadas por 
elementos móviles, tener más posibilidades de diseminación, incluyendo la 
transferencia desde bacterias ambientales a bacterias del ámbito clínico si i) 
tienen la posibilidad de entrar en contacto y convivir juntas, ii) pueden 
alcanzar densidades celulares elevadas, iii) pueden transferirse entre grupos 
de bacterias filogenéticamente diversos y iv) la expresión de los genes 
necesarios es posible en las bacterias patógenas (Martínez y Baquero 2014). 
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Recientemente se ha propuesto un sistema para determinar el riesgo de 
interferencia en los tratamientos antiinfecciosos debido a los distintos tipos 
de genes de resistencia según estos parámetros (Martínez et al. 2015a), 
aunque ciertos criterios no han sido admitidos de forma general (Bengtsson-
Palme y Larsson 2015, Martínez et al. 2015b). La determinación de cuales de 
las resistencias observadas son adquiridas permitirá utilizar estos aislados 
para abordar la detección de los elementos genéticos responsables, y en 
particular los móviles, como los plásmidos, y los que permiten la acumulación 
de multirresistencias, como los integrones, para determinar su naturaleza y 
sus posibilidades de difusión y transferencia a bacterias patógenas, lo que 
permitirá un mejor conocimiento de los riesgos que estas bacterias 
multirresistentes ambientales puedan tener para la salud humana y animal, 
bien directamente como agentes infecciosos o por sus posibilidades de 
transmisión de determinantes de resistencia, individuales o múltiples, a 
bacterias patógenas. 
5.3.2.4. Asociación de las resistencias a dos antibióticos según los 
géneros 
Considerando todas las bacterias aisladas de la Chorrera de 
Despeñalagua se detectó una concordancia muy buena, para la pareja Nx/Tc, 
además de cuatro buenas y tres moderadas, lo que supone un número de 
concordancias significativas muy elevado (tabla 25). Esto indicaría una cierta 
homogeneidad de estas resistencias asociadas entre los aislados y sugeriría 
la presencia de determinantes de resistencia asociados capaces de 
movilizarse de forma promiscua y conjunta entre la población. Un análisis 
detallado por géneros (tabla 25) nos muestra que este efecto observado a 
nivel global se debe a asociaciones de estas resistencias en los aislados de 
géneros concretos, por ejemplo, en el caso del género Bacillus, entre cuyos 
miembros seis parejas de antibióticos muestran concordancias muy buenas, 
correspondiendo con las mejores observadas cuando consideramos todos 
los aislados en su conjunto. De forma similar, se observan concordancias 
muy buenas entre los aislados del género Serratia para tres de las parejas 
con mejores concordancias en el género Bacillus y globalmente. Por otra 
parte, algunas de las concordancias muy buenas aparecen solo en un 
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género, es el caso de Cc/Em para Aeromonas y Em/Vm y Rp/Vm para 
Bacillus. Esto nos sugeriría la existencia en este sistema de elementos 
genéticos móviles, portadores de estas resistencias dobles, capaces de ser 
transferidos entre especies del mismo género pero sobre todo de otros 
transferibles entre géneros. 
En el caso del género Bacillus las parejas de resistencias observadas 
podrían indicar la existencia de dos elementos genéticos que portasen 
resistencias a tres antibióticos cada uno, por un lado a Km, Nx y Tc, también 
presente en Serratia, y quizás en Phyllobacterium, Aeromonas y 
Pseudomonas, y otro que portaría resistencias a Em, Rp y Vm. Los datos 
correspondientes a Aeromonas podrían sugerir una asociación de 
resistencias a Cc, Em y Rp, aunque los valores de concordancia menores 
indicarían que no estaría en la mayoría de los aislados de este género. 
Estas asociaciones podrían deberse a un solo mecanismo común de 
resistencia para cada grupo de antibióticos, por ejemplo mediante bombas de 
eflujo, o a la presencia de genes de resistencia asociados en un solo 
elemento genético o en varios muy fácilmente transferibles y compatibles. 
Bombas de eflujo se han encontrado en miembros de los géneros Bacillus, 
Pseudomonas y Serratia, algunas de las cuales son cromosomales pero otras 
se encuentran en plásmidos. En el caso de miembros del género Bacillus, 
que se ha estudiado menos activamente probablemente por su poca 
relevancia clínica, se han encontrado dos bombas de eflujo Bmr y Blt que 
presentan especificidad de sustratos similar (Ahmed et al. 1995), habiéndose 
descrito que la bomba Bmr hace a B. subtilis resistente a Cc y 
fluoroquinolonas, pero no a Tc o a Nx (Neyfakh et al. 1991, Neyfakh 1992, 
Kumar et al. 2013). En un estudio reciente (Fernández-Fuentes et al. 2014) 
se ha analizado la posible implicación de otras bombas detectadas en 
especies de B. cereus, B. licheniformis y otras especies de Bacillus, sin 
embargo ninguna de estas bombas parecen estar involucradas en la 
resistencia a los antibióticos probados en dicho estudio, incluyendo Em, uno 
de los encontrados en nuestro análisis formando parte de parejas de 
antibióticos con resistencias asociadas. Por el contrario detectaron la 
presencia de genes específicos de resistencia a macrólidos o a 
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aminoglicósidos. Estos datos no apoyarían la existencia de bombas de eflujo 
con la especificidad de antibióticos que justificaran las concordancias 
observadas en nuestro análisis, aunque no existen muchos datos y por tanto 
no podemos descartar que existan otras bombas con la especificidad 
requerida y que no hayan sido encontradas aún. En P. aeruginosa se han 
descrito sistemas de este tipo capaces de expulsar distintos antibióticos tales 
como Nx, Cc, Em, Tc y Tm, entre otros, (mexAB, mexCD, etc.) (Poole et al. 
1993, De Kievit et al. 2001). La especificidad en cuanto a los antibióticos 
expulsados no parece totalmente compatible con nuestros resultados ya que 
algunos de los antibióticos que estas bombas expulsan no se encuentran 
entre los que se correlacionan en nuestro análisis estadístico de 
concordancia, como por ejemplo Tm, si bien la especie P. aeruginosa no es 
mayoritaria entre las encontradas en la Chorrera de Despeñalagua. En 
estudios futuros se intentará determinar si las correlaciones observadas 
tienen su origen en elementos genéticos móviles, en bombas de eflujo aún 
no descritas, o en sistemas de entrada compartidos. 
5.4. Prevalencia de los aislados resistentes a ertapenem y 
determinación de sus CMIs 
5.4.1. Ría de Huelva 
Se conocen diversos mecanismos por los que las bacterias pueden 
ser resistentes a betalactámicos, incluyendo el uso de bombas de eflujo, 
alteración del blanco de la acción de los antibióticos o la presencia de 
enzimas inactivantes denominadas betalactamasas. Entre éstas se 
encuentran las carbapenemasas capaces de inactivar los antibióticos 
betalactámicos denominados carbapenemas, entre los cuales se encuentra 
el ertapenem. Estas enzimas están siendo encontradas cada vez con más 
frecuencia en bacterias clínicas y ambientales, suponiendo un grave peligro 
para los tratamientos de enfermedades infecciosas graves en las que este 
tipo de antibióticos son de último recurso (Cai et al. 2008, Mathers et al. 2011, 
Castanheira et al. 2014, Woodford et al. 2014). Por esta razón se decidió 
investigar la prevalencia de la resistencia a ertapenem entre los aislados 
obtenidos de los dos ecosistemas estudiados en este trabajo. Otro 
mecanismo de resistencia a estos antibióticos que cada vez están siendo más 
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considerado es la alteración, en distintas formas, de las proteínas de 
membrana que permiten el paso del antibiótico a través de la membrana 
externa en las bacterias gramnegativas (Rice 2007). Entre estas porinas se 
encuentran una serie de proteínas de las familias OmpC y OmpF 
(Nestorovich et al. 2002, Wolter et al. 2004, Pagès et al. 2008). La falta, 
mutación, o bloqueo de algunas de estas proteínas podría suponer un 
impedimento de la entrada del antibiótico disminuyendo así su efecto 
(Doumith et al. 2009, Fernández y Hancock 2012, Lavigne et al. 2013). 
En nuestro estudio se ha observado un elevado número de aislados 
de la ría de Huelva resistentes a Ep (79,7%) (tabla 27). En un estudio 
utilizando muestras en distintos enclaves a lo largo del rio Lagan, en el norte 
de Irlanda, (Moore et al. 2010), el 64,3% de las muestras contenían bacterias 
resistentes a este antibiótico, si bien no se determinaron que bacterias 
concretas ni el porcentaje de resistentes frente al total de bacterias presentes 
o cultivables. 
Al analizar los porcentajes de aislados resistentes a las distintas 
concentraciones de antibiótico que hemos probado (tabla 26), se observa que 
a cualquier concentración los porcentajes son elevados, más del 50%, en las 
dos zonas de muestreo, sin diferencias importantes entre las fases líquidas 
de ambas zonas, pero si en los sedimentos, con valores siempre mayores en 
el de la zona H2 con respecto al de la H1. Estas diferencias fueron 
notablemente mayores a concentraciones de 2-8 µg/mL de antibiótico, 
mostrando una mayor selectividad de estas concentraciones para determinar 
las bacterias resistentes. Para la zona H1 hubo mayores porcentajes de 
resistentes en la fase líquida que en el sedimento, particularmente a las 
concentraciones más altas, pero ocurrió al contrario con la zona H2. Estos 
resultados apoyarían una mayor homogeneización de las bacterias 
resistentes presentes en las fases líquidas debido a su mayor movilidad y 
posibilidad de intercambio entre las dos zonas, que en el caso de los 
sedimentos, en una dirección similar a la observada para los demás 
antibióticos estudiados previamente. 
Cuando diferenciamos entre aislados procedentes de medio marino o 
nutritivo (figura 20), observamos un mayor efecto del antibiótico sobre los 
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procedentes de medio nutritivo, con porcentajes de aislados que se 
diferencian incluso a concentraciones de antibiótico más bajas (figura 20). 
Podríamos considerar dos posibles efectos, un aumento de la resistencia de 
las bacterias debido a la acción del medio sobre el antibiótico, que pudiera 
afectar su estructura o su transporte, o un efecto de la adaptación de las 
bacterias, mediante cambios en su expresión génica, que indujese la 
actuación de mecanismos de resistencia en el medio salado, como por 
ejemplo de bombas de membrana o la expresión de las porinas involucradas. 
Distintos estudios sobre bacterias en ambientes clínicos han descrito que 
durante la antibioterapia empleando betalactámicos se puede producir 
cambios en la expresión o inactivación de las porinas que determinan la 
capacidad de entrada de ciertas betalactamas en poco tiempo (Szabó et al. 
2006, Philippe et al. 2015), en particular de las voluminosas o cargadas 
negativamente (como es el caso del ertapenem) (Pagès et al. 2008). En 
algunos casos esta adaptación supone la expresión diferencial de la porina 
OmpF, con menor capacidad de transportar estos antibióticos, en detrimento 
de la porina OmpC, con mayor capacidad (Medeiros et al. 1987, Pàges et al. 
2008). En otros casos se ha observado la inactivación insercional del gen de 
la porina como causa de la aparición de la resistencia a carbapenemas 
(Hernández-Allés et al. 1999, Wolter et al. 2004). De forma sinérgica en el 
efecto podrían también actuar bombas de eflujo (Szabó et al. 2006, 
Fernández y Hancock 2012, Li et al. 2015). Uno de los factores que se ha 
visto que afecta a la expresión de estas porinas es la osmolaridad del medio, 
de tal forma que algunas bacterias pueden ver afectado el nivel de éstas a 
distintas concentraciones salinas, observándose fenotipos resistentes 
determinados por la baja expresión de OmpC en estas bacterias (Medeiros 
et al. 1987). Según estos datos y aunque la concentración salina más elevada 
empleada fue baja (0,5% NaCl) en comparación con la del medio marino, el 
efecto del incremento de la osmolaridad, sobre la expresión de las porinas 
sería el responsable de los cambios sobre la resistencia. Estos efectos serán 
dependientes del tipo de bacteria (los estudios realizados descritos 
anteriormente se refieren a bacterias de origen clínico) y sus capacidades 
para modificar su expresión según factores ambientales. Otros mecanismos 
dependientes de la entrada del antibiótico (figura 32) también podrían darse. 
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Finalmente habría que considerar que muchas bacterias se muestran 
resistentes a carbapenemas debido a la presencia de carbapenemasas, las 
cuales está siendo descritas cada vez con mayor frecuencia en distintas 
bacterias de ambientes clínicos y ambientales (Nordmann 2014, Castanheira 
et al. 2014, Zamorano et al. 2015). 
 
Figura 32. Mecanismos de resistencia a carbapenemas dependientes de la entrada del 
antibiótico. Modificado de Pàges et al. 2008. 
Para el estudio de las bacterias resistentes a Ep se ha considerado 
un valor de concentración del antibiótico ≥2 µg/mL. En estas condiciones, se 
han encontrado porcentajes de bacterias resistentes superiores entre los 
aislados sobre medio marino, tanto a nivel global de la ría como en ambas 
zonas de muestreo y en ambas fases (tabla 27). Teniendo en cuenta el mismo 
criterio utilizado anteriormente en este estudio, se han detectado resistencias 
intrínsecas a Ep en los aislados pertenecientes a los géneros Erythrobacter, 
Mesonia, Methylobacterium y Sphingopyxis (figura 21), cuando consideramos 
conjuntamente todos los aislados de la ría. Aunque se conoce poco sobre la 
resistencia a este antibiótico en bacterias medioambientales discutiremos a 
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continuación algunos de los trabajos en los que se han descrito algunas 
bacterias resistentes a carbapenemas en algunos medios acuáticos. 
En un estudio reciente sobre (Girlich et al. 2012), genes de 
carbapenemasas presentes en varias especies de colección del género 
Erythrobacter fueron expresadas en E. coli, determinándose que las 
procedentes de las distintas especies presentaban valores de CMI diferentes 
pero que solo algunas aumentaban su valor con respecto a un control. 
Igualmente se observó que las secuencias de los genes de los enzimas 
diferían mucho entre sí (45%-75% identidad), lo que indica que aunque la 
resistencia pudiera ser común, y por tanto se podría considerar como 
intrínseca en este género, sin embargo los determinantes de dicha resistencia 
eran diferentes según la especie. Zheng y cols. describieron en 2011 la 
similitud entre la betalactamasa NDM-1, con alta actividad carbapenemásica, 
con la betalactamasa II de Erythrobacter litoralis, demostrando que ésta tiene 
actividad contra imipenem y meropenem. 
Furuhata y cols. (2006) describieron la presencia de especies de 
Methylobacterium resistentes a imipenem (CMI90=1µg/mL) en agua de grifo 
en un hospital de Japón. Bacterias de este género han sido poco estudiadas 
en cuanto a su resistencia a antibióticos y particularmente a carbapenemas, 
pero han sido encontradas en aguas de bebida y en el microbioma humano, 
sugiriéndose que podrían ser fuente directa o indirecta de bacterias 
resistentes a antibióticos en este microbioma (Vaz-Moreira et al. 2014). 
Walther-Rasmussen y cols. (2007), en una revisión sobre 
carbapenemasas de la clase A utilizaron una secuencia de este tipo de 
enzimas encontrada en el genoma secuenciado de Sphingopyxis alaskensis, 
y Lamoureaux y cols. (2013) describieron una bacteria ambiental del género 
Sphingobium (filogenéticamente relacionado con Sphingopyxis) con una 
nueva betalactamasa de espectro extendido que confería un aumento de 
ocho veces en la CMI de Ep, aunque no a la de otras carbapenemas. 
Secuencias similares se encontraron en los genomas secuenciados de varios 
miembros de este género, por lo que se ha considerado como una resistencia 
intrínseca. En un estudio de la presencia de bacterias de la familia 
Sphingomonadaceae en una planta de tratamiento de aguas de bebida, agua 
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de grifo etc., se observó la presencia de miembros de los géneros 
Sphingobium y Sphingomonas resistentes a imipenem y sobre todo a 
meropenem, sin embargo los aislados del género Sphingopyxis solo fueron 
resistentes en unas pocas especies concretas. En ningún caso se observó 
una resistencia intrínseca a estos antibióticos (Vaz-Moreira et al. 2011). 
También en un reciente estudio de la presencia de bacterias de la familia 
Sphingomonadaceae en agua de grifo de hospitales se encontraron bacterias 
de la especie Sphingobium yanoikuyae resistentes a meropenem (Narciso da 
Rocha et al. 2014). 
En unos de los pocos intentos por determinar la prevalencia de 
bacterias resistentes a carbapenemas en el medio ambiente, Henriques y 
cols. (2012) y Tacão y cols. (2015) determinaron la abundancia y diversidad 
de bacterias resistentes a carbapenemas en agua no tratada y de río, 
concluyendo la existencia de una baja abundancia de estas bacterias, pero 
identificando bacterias intrínsecamente resistentes a imipenem, incluyendo 
miembros de los géneros Pseudomonas, Aeromonas, Stenotrophomonas 
etc., pero no especies de los géneros que nosotros hemos encontrado en la 
ría de Huelva como intrínsecamente resistentes a ertapenem. Estas 
diferencias pueden deberse a la propia naturaleza de los medios acuáticos 
estudiados o a que la selección se hizo con otra carbapenema, que puede 
verse afectada de forma distinta por los determinantes de resistencia (Pàges 
et al. 2008, Lamoureaux et al. 2013, Dreier y Ruggerone 2015). 
Considerando por separado según muestra y según medio de 
aislamiento (figura 22), se observa que entre los de las dos zonas de 
muestreo aparece como intrínsecamente resistente el género Erythrobacter 
mientras que en los de la zona H2 aparecen también como tales los de los 
géneros Mesonia y Methylobacterium. Cuando analizamos los porcentajes de 
resistentes por género según los medios de aislamiento se observa una 
resistencia intrínseca de los aislados sobre medio nutritivo del género 
Methylobacterium y de seis géneros de los obtenidos sobre marino. Estos 
datos mostrarían una gran prevalencia entre los aislados en medio marino de 
géneros con resistencia intrínseca al antibiótico. Cuando analizamos con más 
detenimiento la procedencia de los aislados que aparecen como resistentes 
Discusión 
- 160 - 
 
intrínsecos (tabla 13), se pone de manifiesto que los del género 
Methylobacterium solo fueron aislados sobre medio nutritivo. Una situación 
similar se observa para los aislados del género Mesonia, en este caso 
aislados solo sobre medio marino. De los demás géneros que aparecen como 
intrínsecamente resistentes, considerando los aislados sobre medio marino, 
también se obtuvieron aislados sobre nutritivo, pero el número de ellos fue 
muy bajo para ser considerados en este análisis. Otros géneros que solo 
fueron aislados en medio marino (tabla 13) fueron Ponticaulis y 
Pseudoalteromonas, los cuales no aparecen como intrínsecamente 
resistentes (figura 22). La existencia de aislados de estos géneros que no se 
mostraron resistentes a Ep en medio marino indicaría que la actividad del 
antibiótico no es eliminada durante el cultivo en presencia del medio marino, 
y que posiblemente la resistencia intrínseca observada en los aislados en 
este medio es real, independientemente de que pueda deberse a 
mecanismos de adaptación al medio que supongan la expresión diferencial 
de porinas y/o de bombas de eflujo en los distintos miembros de cada género, 
o a la presencia de factores estructurales o de determinantes cromosomales 
responsables, específicos de estos géneros. En alguno de éstos aislados los 
mecanismos de resistencia podrían o no existir o funcionar mejor en unos que 
en otros. 
La CMI de Ep varía según la clase de microorganismo del que se trate 
y a pesar del amplio espectro de acción del antibiótico y las bajas 
concentraciones a las que puede actuar generalmente, se han descrito cepas 
bacterianas para las que las CMI90 son > 8,0 µg/mL, mostrando que el 
antibiótico puede tener una actividad limitada sobre los bacilos 
gramnegativos no fermentadores como Pseudomonas y también frente a 
enterococos (Gobernado y Acuña 2007). En nuestro estudio, casi el 70% de 
las bacterias analizadas presentaron una CMI a Ep superior a 8,0 µg/mL 
(figura 23). Se observaron porcentajes igualmente elevados cuando 
consideramos solo los aislados sobre marino, tanto para los de las fases 
líquidas como para los procedentes de los sedimentos de las dos zonas de 
muestreo (figura 24A), aunque el porcentaje fue mayor para los de sedimento, 
siendo muy similares en los grupos de aislados equivalentes en las dos zonas 
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de muestreo. El porcentaje de aislados en medio nutritivo con CMI >8,0 
µg/mL fue muy inferior al obtenido en medio marino, aunque con la excepción 
de los procedentes del sedimento de la zona H2, que fue similar. De nuevo 
aquí encontramos una notable diferencia entre los aislados en medios marino 
y nutritivo. En el caso de los procedentes de medio nutritivo, con excepción 
del caso de H2S-N, la distribución de aislados con distintos valores de CMI 
es más parecida entre ellos, mostrando una mayor diversidad de niveles de 
resistencia (figura 24B). Posiblemente el alto nivel de aislados con elevado 
CMI en la muestra H2S, entre los de medio nutritivo, se deba a una menor 
biodiversidad de éstos (tabla 15) y a que todos los del género 
Methylobacterium proceden del medio nutritivo y de esa muestra y son 
intrínsecamente resistentes a este antibiótico (figura 22). Las 
concentraciones a las que el antibiótico ejerce su efecto parece ser mayores 
cuando el análisis se hace en medio marino, con los aislados obtenidos sobre 
dicho medio. Sin embargo, este efecto, al igual que hemos analizado 
anteriormente con respecto al carácter intrínseco de las resistencias, tiene 
relación con la diversidad y origen filogenético de los bacterias obtenidas 
sobre este medio. Algunos aislados pertenecientes a ciertos géneros que solo 
se ha encontrado sobre medio marino (tabla 13), mostraron CMI ≤8,0 µg/mL 
(tabla 28), por ejemplo en dos de los diez del género Mesonia (CMI 2,0-4,0 
µg/mL), en ocho de los catorce del género Ponticaulis (CMI ≤0,063-8,0 
µg/mL), o en siete de las diecisiete Pseudoalteromonas (CMI 0,125-8,0 
µg/mL), entre otros. Esto nos lleva a pensar que el alto porcentaje de aislados 
con CMI>8,0 µg/mL entre los de medio marino, no es una consecuencia de 
un efecto inactivante del medio sobre el antibiótico, ya que este se muestra 
activo dependiendo del género y, dentro de este nivel filogenético, 
dependiendo del aislado. Por otro lado aislados sobre medio marino o sobre 
medio nutritivo del mismo género también muestran una distribución de 
valores diferentes de CMI entre sus miembros. Por ejemplo miembros del 
género Altererythrobacter, de los que veintitrés procedían de medio marino y 
seis de medio nutritivo, la mayoría de los de medio marino muestran CMI>8,0 
µg/mL, pero para uno es 4,0 µg/mL, y entre los de medio nutritivo ninguno 
tiene CMI>8,0 µg/mL, con valores diferentes para cada aislado con un 
máximo de 2,0 µg/mL. Otro ejemplo relevante es el de los aislados del género 
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Microbacterium de los que seis proceden de medio nutritivo, y entre los cuales 
tres tiene CMI>8,0 µg/mL mientras que las de los otros tres varían de 0,5 a 
2,0 µg/mL, y con doce aislados de medio marino de los cuales nueve tienen 
CMI >8,0 µg/mL, pero los demás presentan CMIs de 2,0 a 8,0 µg/mL. Todos 
estos ejemplos muestran que los niveles de CMI observada dependen del 
género más que del medio, con una tendencia a que los de medio marino de 
cada género sean menos sensibles al antibiótico. No obstante, una cierta 
influencia del medio sobre la actividad del antibiótico tampoco podemos 
descartarla totalmente. La disponibilidad de varios aislados del mismo género 
con distintas susceptibilidades al antibiótico podrá permitir en el futuro un 
análisis más profundo de como la actividad del antibiótico pueda o no verse 
afectada por la composición del medio. 
5.4.2. Chorrera de Despeñalagua 
La prevalencia de aislados de este sistema resistentes a Ep fue 
inferior a la observada entre los de la ría de Huelva, tanto en cuanto a los 
resistentes a la máxima concentración probada (8,0 µg/mL), 19,20% frente a 
69,8%, como para la más baja (0,063 µg/mL), 87,90% frente a 98,4%, 
destacando la diferencia muy notable entre los resistentes a la más alta 
(figuras 19 y 25). Esto podría estar relacionado con las características de los 
dos ecosistemas que dan lugar a una notable diferencia entre los tipos de 
bacterias en uno u otro, o también estar relacionado con el mayor porcentaje 
de aislados obtenidos sobre medio marino a partir de las muestras de la ría 
de Huelva. 
A todas las concentraciones de antibiótico el porcentaje de resistentes 
fue mayor entre los aislados de la zona G2 que entre los de la G1, aunque 
las diferencias fueron pequeñas (figura 26), pero fueron sin embargo notables 
entre los aislados sobre medio marino con respecto a los de medio nutritivo 
(figura 27). Teniendo en cuenta que la representación entre los aislados de 
G2 de los obtenidos sobre medio marino es del 54,3%, y solo del 25% entre 
los de G1, no se aprecia una correlación entre la pequeña diferencia 
observada entre G2 y G1 y la proporción que representan los aislados sobre 
medio marino en ambas muestras, indicando que ésta no es la responsable 
del mayor porcentaje de resistentes observada entre los de medio marino, y 
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ya que, además, en el conjunto de la Chorrera, el porcentaje de aislados en 
medio nutritivo es superior al de los de medio marino. 
Los porcentajes de aislados resistentes a al menos 2,0 µg/mL fue 
89,1% entre los de medio marino pero solo del 9,5% entre los de nutritivo 
(tabla 29). Estos porcentajes en la ría de Huelva fueron 89,3% y 40,6% 
respectivamente (tabla 27). Como se puede ver, los porcentajes son muy 
parecidos en cuanto a los aislados de medio marino en los dos sistemas, pero 
la diferencia es notable entre los de nutritivo con un porcentaje unas cuatro 
veces mayor en los aislados de la ría. Esto podría indicar que las poblaciones 
de aislados de este ecosistema, incluso creciendo sobre medio nutritivo, 
están adaptadas por su origen en un ambiente salino y expresan 
determinantes que confieren resistencia a este antibiótico a un mayor 
porcentaje de aislados. Los valores similares de los porcentajes sobre medio 
marino en ambos ecosistemas podría indicar que o los aislados de la 
Chorrera ya eran resistentes en su hábitat o que esta resistencia se ha 
desarrollado rápidamente durante el tiempo de aislamiento de estas bacterias 
sobre el medio marino. Un efecto rápido de aumento de la resistencia por 
adaptación a medios salinos se ha visto que puede ocurrir con otros 
antibióticos (Navavaty et al. 1998, Lee et al. 2012, Yoon et al. 2013), y 
también puede ocurrir, afectando a la expresión de porinas involucradas en 
la entrada de las carbapenemas, a los pocos días de iniciado el tratamiento 
con éstas (Medeiros et al. 1987, Pagès et al. 2008). 
Considerando todos los aislados de la Chorrera de Despeñalagua por 
géneros, podemos ver que ninguno de los géneros analizados se muestra 
intrínsecamente resistentes a Ep (figura 28). 
Entre los aislados de Pseudomonas solo un 3,8% se asignó a P. 
aeruginosa, la especie de este género más común en ambientes clínicos, y 
ninguna fue resistente, lo que resulta un poco sorprendente ya que se han 
descrito cepas de esta especie que presentan CMI de Ep >32 µg/mL y por 
tanto resistentes (Gobernado et al. 2007b) y en estudios sobre el espectro de 
acción de este antibiótico, se ha considerado como poco eficaz contra bacilos 
gramnegativos no fermentadores como P. aeruginosa (Zhanel et al. 2005). Si 
fue resistente un porcentaje cercano al 40% de los aislados de este género, 
Discusión 
- 164 - 
 
lo que indica que otras de las especies ambientales encontradas son 
resistentes al antibiótico, aunque no podríamos considerar que la resistencia 
fuera intrínseca del género. Si consideramos los aislados de este género 
según la zona de procedencia y el medio de aislamiento nos encontramos 
que la mayoría de aislados resistentes proceden de la zona G2 (figura 29), 
con un elevado porcentaje de resistentes entre los obtenidos sobre medio 
marino. 
Los otros dos géneros con mayor número de aislados tampoco se 
muestran intrínsecamente resistentes, considerados en conjunto, o según la 
zona de muestreo, o si consideramos los aislados sobre medio nutritivo, sin 
embargo sí que muestran un porcentaje de resistentes ≥90% si consideramos 
los obtenidos en medio marino. También en estos géneros parece haber un 
efecto del medio sobre las características de resistencia mostradas por los 
aislados obtenidos sobre él. 
Los aislados de la Chorrera presentan valores de CMI que se 
distribuyen de forma casi regular (figura 30). Sin embargo, cuando 
analizamos las distribuciones en función de las muestras y medios (figura 31), 
observamos que son muy parecidas para los aislados de una u otra zona de 
muestreo sobre medio marino, con porcentajes elevados de éstos con valores 
máximos de CMI, mientras que en los de medio nutritivo la distribución se 
centra en valores más bajos. 
Valores máximos de CMI se observaron (tabla 30) para un tercio de 
los aislados del género Bacillus, mientras que los del género Pseudomonas 
tuvieron una distribución alrededor de valores más bajos, mostrándose en 
general más sensibles al antibiótico. Un cuarto de los aislados de Rahnella 
tuvieron un valor muy bajo de CMI (≤0,063 µg/mL) con el resto distribuido por 
igual en un rango de valores. En los del género Serratia se observó una 
distribución de aislados a lo largo de toda la escala con máximos en los dos 
extremos de ésta. La distribución de valores de CMI no siguió ningún patrón 
común en los distintos géneros. Cuando analizamos los valores de CMI de 
los aislados de estos géneros según hubiesen sido aislados sobre medio 
nutritivo o marino, se aprecia que los procedentes de medio marino tienen 
mayoritariamente valores más elevados de CMI que los del mismo género 
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procedentes de nutritivo. Particularmente diferentes fueron las CMIs más 
frecuentes entre los aislados del género Serratia, que mostraron valores 
mínimos entre los aislados de medio nutritivo y elevados en los de medio 
marino. Se han descrito cepas de Serratia con altos o bajos valores de 
resistencia a Ep, relacionado con la producción de betalactamasas o 
carbapenemasas (Osano et al. 1994, Livermore et al. 2001) o con 
mecanismos no bien conocidos mediados por las proteínas CarF y CarG en 
una especie de Serratia productora de una carbapenema (Coulthurst et al. 
2005, Tichy et al. 2014). En estudios futuros podremos determinar si este es 
el caso de las de altas o bajas CMIs observadas según el medio, o si se trata 
de fenómenos de adaptación que cambian las propiedades de entrada 
(porinas)-expulsión (bombas de eflujo) de estas bacterias según las 
características del medio de cultivo o incluso de una combinación de ambos 
como se ha visto con frecuencia en algunas bacterias de interés clínico 
(Tängdén et al. 2013). 
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6.        CONCLUSIONES 
1. Se ha determinado la abundancia de bacterias resistentes a once 
antibióticos en dos sistemas acuáticos, la ría de Huelva y la Chorrera 
de Despeñalagua (Guadalajara), para dos puntos de muestreo en 
cada uno, y en el caso de la de la ría analizando aguas y sedimentos 
por separado. La abundancia se ha determinado sobre medios sólidos 
nutritivo y marino, observando abundancias, relativas a las bacterias 
cultivables, en general mayores sobre medio marino para las 
muestras de la ría, tanto de aguas como de sedimento, y en nutritivo 
para las de la Chorrera. 
2. Las abundancias relativas más elevadas en la ría fueron, en general, 
para bacterias resistentes a Tc, Tm y Vm entre las cultivadas en medio 
marino, y a Tm y Vm entre las determinadas sobre nutritivo, mientras 
que las menos abundantes fueron las correspondientes a Cc, Em y 
Rp entre las de medio marino y a Cc, Km, Rp y Tc entre las de 
nutritivo. En el caso de la Chorrera las más abundantes sobre medio 
marino fueron también a Tc, Tm y Vm, aunque en el punto de 
muestreo G2 también lo fueron a Ap y Nx, y sobre nutritivo a Ap, Em, 
Tm, y Vm. Las menos abundantes fueron sobre medio marino a Cc y 
a Sm, y sobre nutritivo a Nx y Tc. 
3. Se han aislado bacterias resistentes a ampicilina de ambos 
ecosistemas, 579 a partir de la ría y 505 a partir de la Chorrera y se 
ha determinado su resistencia a otros diez antibióticos, observándose 
una mayor diversidad en la multirresistencia de los aislados de la ría, 
con un total de 143 perfiles, que en la de los de la Chorrera con 92.  
4. Se ha calculado el índice MAR como indicativo del nivel de 
multirresistencia de los aislados, individualmente y agrupados en 
función de las zonas de muestreo, de las fases de éstas de donde 
proceden y de los medios de cultivo en los que fueron obtenidos, 
observándose distribuciones de estos valores con medianas que 
indican la resistencia a más de la mitad de los antibióticos probados 
en la mayoría de los casos, y determinando mayor nivel de 
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multirresistencia entre los aislados sobre medio nutritivo de la ría y 
entre los de marino de la Chorrera. 
5. Los aislados con diferentes perfiles de multirresistencia y fenotipos de 
colonia se han identificado a nivel de especie, encontrándose que los 
de la ría se distribuyen en 8 clases, predominando las 
alfaproteobacterias, un total de 51 géneros, con predominio de 
Erythrobacter y más de 80 especies, mientras que los de la Chorrera 
se distribuyen entre 6 clases, predominando las 
gammaproteobacterias, un total de 20 géneros, mayoritariamente 
Pseudomonas, y cerca de 40 especies. Cepas de algunas de las 
especies encontradas se han descrito como patógenos de humanos, 
peces o plantas. 
6. Se ha determinado que algunos de los géneros representados con 
mayor número de aislados muestran resistencias a ciertos 
antibióticos, que podríamos considerar como intrínsecas. Las demás 
resistencias, observadas solo en algunos de los aislados, podrían ser 
adquiridas, identificándose así como candidatas a ser transmisibles si 
sus determinantes genéticos fuesen portados por elementos 
genéticos móviles, lo que podrá ser determinado en el futuro 
analizando molecular y fisiológicamente los aislados que se han 
caracterizado en este estudio. 
7. La determinación de las resistencias que serían adquiridas, según el 
criterio utilizado, ha permitido analizar estadísticamente la posible 
asociación de las resistencias a dos antibióticos en el mismo aislado 
de entre los del mismo género, y encontrar algunas estadísticamente 
probables. En particular en los aislados de la ría se han encontrado 
asociaciones de la resistencia a Nx y Tc en los del género Bacillus, a 
Cc y Tc en los de Mesonia, a Cc y Em y a Tm y Vm en los de 
Pseudomonas, y a otras seis parejas de antibióticos en los del género 
Paenibacillus. Estas parejas de resistencias podrían compartir 
mecanismos como la expulsión de los antibióticos de la célula por la 
misma bomba de eflujo o estar codificados conjuntamente en 
elementos genéticos transmisibles entre las bacterias de cada género. 
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8. El análisis estadístico de la asociación de resistencias a dos 
antibióticos ha señalado, en el caso de los aislados de la Chorrera, 
correlaciones de resistencias que aparecen en común en varios 
géneros, tales como a las parejas Nx/Tc, Km/Tc y Km/Nx compartidas 
por los géneros Bacillus, Pseudomonas y Serratia, lo que nos indicaría 
la posible existencia de elementos genéticos móviles que portarían 
estos determinantes de resistencia y que serían promiscuos entre 
estos géneros. La presencia de tales elementos y su posible 
transferibilidad podrá ser estudiada en el futuro al disponer de las 
bacterias que los comparten. 
9. Se determinó la CMI de ertapenem y la prevalencia de la resistencia 
a este antibiótico de los aislados obtenidos de los dos ecosistemas, 
detectándose altos valores de ambas, con porcentajes de resistentes, 
en el conjunto de los aislados de uno u otro sistema, de 
aproximadamente el doble en los de la ría que en los de la Chorrera, 
y detectándose resistencias intrínsecas a este antibiótico entre los 
aislados de la ría para el género Methylobacterium, obtenido sobre 
medio nutritivo, y para otros 6 de los aislados en marino, mientras que 
entre los de la Chorrera solo se detectaron tal tipo de resistencias en 
los aislados sobre marino de los géneros Bacillus y Serratia. 
10. Durante el desarrollo de este proyecto, se ha observado un efecto del 
medio marino sobre la susceptibilidad de las bacterias aisladas en él 
a los antibióticos Tc y Ep, detectándose una mayor resistencia entre 
las obtenidas y probadas sobre este medio lo que, en base a lo 
observado en este estudio y a lo descrito en la bibliografía, podría 
sugerir la existencia en estos aislados de mecanismos de adaptación 
a condiciones de osmolaridad elevada, que pudieran afectar a la 
entrada de los antibióticos en la célula o a la expulsión de éstos, una 
vez dentro. Estos aislados podrían utilizarse en el futuro para 
esclarecer estos mecanismos y su posible relevancia en bacterias 
ambientales, en las que estos fenómenos son prácticamente 
desconocidos. 
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